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Apresentação 

A verminose é um dos principais entraves na produção ovina 
da Região Sul do Brasil. Tratamentos quimioterápicos têm 
solucionado o problema, no entanto a crescente resistência dos 
parasitas aos antihelmínticos utilizados exige novas alternat ivas de 
contro le. 

Uma das possíveis alternativas é o uso da variabilidade 
genética animal e sua associação com genes que determinam 
imunidade frente às parasitoses. A detecção destes genes ou 
marcadores genéticos relacionados a resposta imune possibilita a 
identificação e posterior seleção de indivíduos mais resistentes à 
verminose. 

Ovinos geneticamente resistentes são de grande interesse 
dos produtores pois através deles é possível diminuir o nível de 
contaminação parasitária nas pastagens, aumentar a produtividade, 
reduzir número de dosificações e assim, a médio prazo, reduzir o 
custo de produção da ovinocultura. 

Eduardo Salomoni 
Chefe Geral da Embrapa Pecuária Sul 
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Justificativa e revisão de literatura 
A ovinocultura gaúcha tem enfrentado grandes dificuldades 

desde a queda nos preços da lã, na safra de 1988/1989. A crise no 
setor fez com que a maioria dos produtores tenha desviado a 
atenção para o potencia l de produção de carne dos rebanhos de 
raças "duplo propósito" e "tipo carne" existentes no Estado. Nesta 
re -estruturação, outros índices produtivos como porcentagem de 
parição e de desmama e eficiência de ganho de peso passam a ter 
importância primordial uma vez que a lucratividade do sistema de 
produção passou a depender do número de indivíduos em 
condições de abate. Neste sentido, aspectos limitantes da produção 
ovina como nutrição e san id ade continuam sendo os principais 
gargalos no sistema. Dentre os aspectos sanitários, as perdas 
devidas à verminose va riam dependendo das condições ambientais 
e do nível de infestação parasitária do rebanho. Traba lhos realizados 
na Austrália mostraram diminuições de até 49% no ganho de peso 
diário em animais não dosificados frente àqueles dosificados e 
perdas médias de 23% no crescimento de lã por dia (Johnstone, 
19781. As parasitoses também retardam o desenvolvimento 
corporal das fêmeas que, conseqüentemente, sofrem um atraso no 
início da vida reprodutiva, aumentando assim os custos de 
produção. Nos casos mais extremos, as parasitoses podem causar 
a morte de ovinos jovens e adultos. 

A verminose tem sido controlada através do tratamento com 
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anti-helmínticos, no entanto é cada vez maior o número de casos de 
resistência de parasitas aos princípios ativos utilizados em diversos 
países como Brasil (Echevarria et ai., 1996). Uruguai (Nari et ai., 
1996). Austrália, Nova Zelândia e Estados Unidos (Beh & Maddox, 
1996). A resistência dos helmintos aos princípios ativos faz com 
que novas drogas, mais eficientes, sejam desenvolvidas pela 
indústria farmacêutica, mas o descobrimento de novas drogas está 
se tornando cada vez mais difícil, o que diminui a possibilidade de 
encontrar uma solução a curto prazo para o problema da parasitose 
(Hennessy, 1997) . Neste sentido a pesquisa tem apontado outras 
alternativas para combater o problema. Algumas das possíveis 
estratégias são: 

(a) investigação de vacinas que estimulem as defesas 
naturais do hospedeiro e conseqüentemente diminuam a carga 
parasitária no ambiente, 

(b) melhoramento genético quantitativo através da se leção 
de ovinos mais resistentes a parasitas gastrointestinais pela 
determinação da carga parasitária via contagem de ovos por grama 
de fezes (OPG). e, complementando esta ação, 

(c) identificação de marcadores genéticos que classifiquem 
estes animais geneticamente resistentes a parasitas 
gastrintestinais para seu posterior uso em seleção. 

Estudos demonstram que existem grandes potenciais de 
progresso nestas três áreas. Em relação ao ítem (a). o 
desenvolvimento de vacinas contra helmintos com base em 
organismos vivos mostra desvantagens no tocante a sua 
preparação e controle de qualidade e a potencial reversão à 
virulência (Cox, 1997). De modo a contornar estes inconvenientes 
de uma vacina viva, pesquisas com o objetivo de identificar, isolar e 
caracterizar antígenos para a produção de vacinas recombinantes 
estão sendo investigadas. 

Quanto ao ítem (b). o melhoramento genético quantitativo 
através da seleção de indivíduos resistentes a parasitas 
gastrintestinais é possível. Trabalhos têm demonstrado que a 
herdabilidade da contagem de ovos por grama de fezes (OPG) varia 
de 0,14 a 0,44 (Piper, 1987; Watson et ai., 1986; Baker et ai., 
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1991; McEwan et ai., 1992). permitindo progresso genético de 
baixo a moderado para esta característica . 

O ítem (c), seleção de animais por marcadores genéticos, 
tem sido sugerido como um avanço no sistema tradicional de 
melhoramento genético em base a medidas fenotípicas. Marcador 
genético é todo aquele gene ou segmento de DNA que está situado 
perto ou faz parte do gene que determina a característica de 
importância e permita identificá-lo. O marcador pode não estar 
envolvido no gene que determina o efeito mas atua como um 
localizador pois se situa próximo a ele. O estudo de marcadores 
genéticos tem se utilizado de microssatélites - repetições curtas de 
nucleotídeos altamente polimórficos - para genotipar indivíduos e 
estudar possíveis ligações ou associações com a característica de 
interesse. Apesar das possíveis vantagens que as alternativas (a) e 
(b) tragam para solucionar o problema da parasitose ovina, a 
identificação de marcadores genéticos apresenta vantagens 
adicionais como redução do custo com mão-de-obra, com 
medicamentos ou com o uso da vacina (a) pois, uma vez 
identificado o marcador, não requer a exposição dos ovinos às 
condições de ambiente propícias para avaliar o OPG como ocorre 
nas provas de progênie (b). O uso de marcadores genéticos é a 
forma mais segura e econômica de identificar o genótipo animal. 
Atualmente não existem marcadores identificados para a 
resistência a parasitas gastrintestinais. Seu estudo e identificação 
são importantes passos para a gradual melhora de rebanhos animais 
em qualquer característica de produção e sanidade. 

Os métodos quantitativos têm sido amplamente aplicados 
em programas de melhoramento animal de forma a identificar 
indivíduos geneticamente superiores. Enquanto o progresso 
genético para aquelas características de alta herdabilidade e que 
podem ser medidas diretamente é satisfatoriamente rápido , 
características cuja expressão é dependente das condições do meio 
ambiente, portanto de baixa herdabilidade, normalmente 
necessitam de critérios indiretos de seleção. Estudos apontam a 
contagem de ovos por grama de fezes (OPG) como o critério mais 
eficiente para se aumentar a resistência à parasitose em um 
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rebanho. Porém, existem outros indicadores fisiológicos como 
níveis de eosinófilos circulantes no sangue (Hohenhaus & 
Outteridge, 1995; Woolaston et aI., 1996) e níveis de anticorpos e 
de IgG 1 (Douch et aI., 1995) que também podem ser usados como 
critérios de seleção. 

Trabalhos de seleção de linhas divergentes de animais 
imunes e suscetíveis demonstraram que a característica OPG 
permite obter ampla variação genética entre duas linhas de seleção 
(Woolaston & Baker, 1996), o que, juntamente com a média 
herdabilidade da característica, determina um bom potencial para 
seleção de animais resistentes. 

As estimativas de correlações genéticas entre OPG e 
características produtivas têm mostrado efeitos de diferente 
magnitude. Alberts et aI. (1987) e Woolaston (1990) observaram 
que a seleção de ovinos Merino para baixo OPG provocaria uma 
pequena diminuição na produção de lã e peso vivo. No entanto os 
resultados para ovinos Romney apresentados por McEwan et aI. 
(1992) mostraram que as respostas na produção de lã podem ser 
desfavoráveis. Os resultados contrastantes podem ser devidos a 
comparação de raças distintas testadas em ambientes também 
distintos. Correlações genéticas publicadas até o momento indicam 
estimativas baixas e negativas entre OPG e diâmetro médio de fibra 
e peso corporal (Woolaston, Piper & Le Jambre, apud Woolaston, 
1990). Infelizmente não existem dados publicados na América 
Latina que sirvam como parâmetros para comparação. 

Apesar dos pontos favoráveis que a seleção de indivíduos 
com baixo OPG mostra no aumento da resistência parasitária, as 
seguintes desvantagens são limitantes para a identificação segura 
do mérito genético dos ovinos: 

a. Medição de OPG realizada sob sistema de infecção natural 
em áreas de baixa pluviosidade: condições climáticas adversas á 
sobrevivência das formas parasitárias fora do hospedeiro podem 
mascarar os resultados e aumentar "falsos-negativos". No entanto 
acredita-se que as condições climáticas, principalmente de 
pluviosidade, prevalentes no Rio Grande do Sul sejam suficientes 
para expor os ovinos à infecção natural e com isso ser possível de 
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medir OPG com segurança, e 
b. Tempo prolongado para a execução de testes de 

progênies. Neste sentido a identificação de marcadores genéticos 
poderia ser utilizada como uma alternativa para a classificação do 
genótipo de animais resistentes a parasitas gastrointestinais sem a 
necessidade de expor os ovinos às condições de alta infestação 
ambiental , com isso reduzindo custos com mão-de-obra, facilitando 
o reconhecimento destes genótipos e agilizando o processo de 
seleção de indivíduos imunes. 

Até o momento inexistem marcadores genéticos que 
identifiquem ovinos imunes a parasitoses gastrointestinais. Este 
fato estimula as investigações na área de biologia molecular dada a 
praticidàde do uso destes marcadores genéticos nas populações e o 
rápido avanço genético esperado na característica desejada. 

Algumas proteínas importantes na resposta imune, como as 
interleucinas que fazem parte do processo fisiológico para a 
obtenção da resposta humoral (Husband et ai., 1996), podem ser 
estudadas neste contexto. As interleucinas 4, 5 e 6 são 
responsáveis pela mudança da expressão isotípica de IgA e IgE, 
desenvolvimento clonal e maturação de IgA e maturação de 
eosinófilos, e desenvolvimento clonal e maturação de IgA, 
respectivamente. Igualmente importantes são os MHC, Classe I, 
responsáveis pela apresentação do antígeno às células CD8 ' para 
ativação da resposta celular e Classe 11, responsáveis pela 
apresentação do antígeno às células CD4 ' para ativação da 
resposta humoral. 

Com o objetivo de identificar fenótipos resistentes e 
suscetíveis com base na contagem de ovos por grama de fezes 
(OPG), foi iniciado na Embrapa Pecuária Sul um projeto de pesquisa 
utilizando ovinos da raça Corriedale, mantidos em potreiros 
naturalmente infestados. A abordagem utilizada na busca de 
marcadores moleculares para resistência a parasitas 
gastrintestinais está sendo a de testar animais resistentes e 
suscetíveis com marcadores de genes candidatos. Proteínas 
envolvidas na resposta imune e codificada por genes localizados 
nos cromossomos 5 (interleucinas) e 20 (proteínas do complexo 
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MHC) foram os genes candidatos escolhidos para este estudo. 

Material e métodos 

Metodologia de campo 
Cordeiros 17 meses de idade) da raça Corriedale oriundos da 

Centro de Pesquisa de Pecuária dos Campos Sulbrasileiros da 
EMBRAPA em Bagé, RS foram utilizados no experimento. A 
metodologia de monitoramento seguida IMcEwan, 1994) consistiu 
em zerar o OPG e monitorar esta característica semanalmente com 
amostras de fezes de 5 % dos animais do rebanho . Quando o OPG 
chegou a 800-1500 todos os animais foram amostrados 
individualmente e foram realizados exames de OPG para se obter o 
primeiro resultado IOPG 1). Esta metodologia foi repetida por mais 
duas vezes para se obter os valores de OPG2 e OPG3 . 
Ao final do experimento, de cada animal, foi extraído 5ml de sangue 
com anticoagulante IEDTA) por punção jugular para a extração de 
DNA. 

Metodologia de laboratório 
O OPG foi determinado pela técnica de McMaster 

modificada IWhitlock, 1948). O DNA foi extraído das amostras de 
sangue no Departamento de Genética da UFRGS. O DNA foi 
amplificado com primers de microsatélites RM006, CSRD2134, 
McM 108, OarHH56 e TGLA 137 em máquina de PCR e os 
resultados visualizados em gel de poliacrilamida não desnaturante e 
corados com brometo de etídeo. 

Cada microsatélite foi amplificado utilizando 80ng de DNA, 
2,5U de Taq DNA polimerase IPharmacia, Uppsala), OAJlM de cada 
primer, 250JlM de dNTPs e 10% do volume final da reação 125J11 de 
volume total) em tampão de PCR 10X. As concentrações de MgCl, 
variaram de 1,5 a 4 ,5mM conforme cada par de primer específico. 

Condições gerais de PCR para os microsatélites : 
desnaturação inicial a 94°C por 3min, 30 ciclos de desnaturação a 
94°C por 1 min, anelamento à temperaturas específicas para cada 
par de primer por 30seg, extensão a 72°C por 1 min, seguida de 
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extensão final a 72°C por tempos variando de 3 a 7min. Para o 
microsatélite McM108, foi realizado PCR "touch-down" com 
temperaturas de anelamento variando de 66 a 55°C. 

A visualização dos produtos de PCR foi feita em géis não 
desnaturantes de poliacrilamida (1 ,2mm de espessura) de 13% 
(marcador TGLA 176) e 10% (para os demais marcadores) corrido a 
700V, 50mA e 30W por períodos que variaram de 7 a 16 horas 
dependendo do tamanho dos fragmentos. Os géis foram corados 
com brometo de etídio e os tamanhos dos fragmentos avaliados 
contra marcadores de peso molecular gerados a partir de digestão 
de vetores como pBR322 e 0)(174 (digerido com Hinfl) com 
enzimas de digestão. 

Análises estatísticas 
As freqüências alélicas e genotípicas foram calculadas em 

função do número total de animais genotipados. Os valores de PIC 
("Polymorphism Information Content") foram calculados para 
determinar a variabilidade genética entre os animais. Estes valores 
podem variar de O a 1, sendo que 1 indica máxima variabilidade 
genética na população. Análises de associação entre os genótipos 
estudados e a característica de OPG foram realizadas pelo cálculo 
dos "excessos médios" (Templeton, 1985), que analisa o efeito de 
cada alelo na característica estudada. Os dados de OPG sofreram 
transformação logarítmica e as análises foram realizadas 
considerando a média dos 3 valores de OPG. 

Resultados Parciais 
Genotipagens 
Os animais que receberam desafio a campo segundo a 

metodologia descrita por McEwan (1994) foram genotipados com 
os microsatélites RM006, CSRD2134, McM108, OarHH56 e 
TGLA 137. Os marcadores mostraram ser polimórficos, com 
número de alelos variando entre 3 e 12. Os valores de PIC podem 
ser observados na Tabela 1. Há uma tendência de que os 
marcadores com maior número de alelos apresentem maior 
diversidade no entanto o marcador TGLA 137, apesar de ter 6 alelos, 
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apresentou baixo valor de PIC devido a predominância do alelo 
137bp, com 62,5% de freqü ência na população (dados não 
tabulados). 

Os efeitos dos alelos para cada marcador testado se 
encontra na Figura 1. Nesta pode ser observado o efeito de cada 
alelo na característica de OPG , expresso como desvio em relação à 
média de OPG da população. Embora os alelos McM108 * 114bp, 
TGLA137 *145bp, TGLA137 *141bp e TGLA137*147bp tenham 
mostrado efeitos de -22,5%, +41,9%, 25,1 % e -32,7%, 
respectivamente, tais diferenças não foram significativas. 

Tabela 1. Marcadores genéticos testados, localização no genoma 
ovino, número de alelos e conteúdo de informação de polimorfismo 
(PIC). 

Marcadores Cromossomo No. de PIC 

ovino ale los 

CSRD2134 5 4 0,459 

McM108 5 12 0 ,867 

RM006 5 3 0,462 

OarHH56 20 6 0,689 

TGLA137 5 6 0,208 

Conclusões 
Os resultados obtidos até o momento mostram que há 

diversidade genética da população estudada para os marcadores 
analisados, sendo este um ponto primordial para a avaliação de 
associações entre genótipos e característica de interesse. 

Até o momento, com os marcadores testados, não houve 
associação entre os mesmos e a característica de OPG. 
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Figura 1. Efeito alélico dos marcadores testados na característica de 
OPG, valores expressos como desvio em relação à média 
populacional 
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