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Marcadores genéticos como
indicadores de resisténcia a
parasitos gastrintestinais em
ovinos - Resultados finais
em rebanhos comerciais

Magda Vieira Benavides
Ana Maria Sastre Sacco
Marcos Flavio da Silva Borba

Justificativa

A verminose ovina vem sendo apontada como um sério entrave a
ovinocultura. O elevado numero de dosificacdes incrementa custos e,
ainda aliado ao problema da crescente resisténcia antihelmintica, torna
o problema da verminose ainda mais limitante ao desenvolvimento da
ovinocultura no Pais. Uma alternativa para contornar este panorama é
a selecdo de animais geneticamente resistentes a helmintos, que tem
levado varios institutos de investigacéo e produtores de rebanhos
comerciais a investir nesta perspectiva,

A estratégia de acdo que vem sendo utilizada em alguns paises & a
selecdo artificial de ovinos mais resistentes via métodos tradicionais
onde, anualmente, ovinos sdo desafiados para identificar o grau de
resisténcia/susceptibilidade (fendtipo) e os animais sdo testados com
base nos dados de contagem de ovos por grama de fezes (OPG). Esta
estratégia tem servido para reduzir o nimero de dosificacbes nos
rebanhos, porém ela ainda possui o limitante de que os animais tém
que ser desafiados para identificar seu fendtipo.

Outra estratégia de acdo é a identificacdo de animais resistentes/
susceptiveis sem o problema dos desafios anuais dos ovinos frente
aos helmintos. Neste sentido, a Embrapa Pecuéria Sul vem trabalhando
desde 1997 em testes para identificar marcadores genéticos
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associados a parasitas gastrintestinais. Esta estratégia inicia com desafios
de campo, assim como na selecdo quantitativa, porém possibilita associar
o fendtipo de contagem de ovos por grama de fezes (OPG) a marcadores
genéticos. |sto permite que o fendtipo seja ndo mais determinado pelo
OPG de cada individuo mas sim atraveés de marcadores genéticos
associados a resisténcia. Isto também possibilitard ao produtor uma
selecdo precoce dos animais de genodtipos desejados, reducio de custos
com o controle sanitario do rebanho e auxiliara a pesquisa na descoberta
dos mecanismos imunoldgicos responsdveis pela resisténcia ovina aos
helmintos.

Pesguisas em outros paises tém focalizado suas atencdes nos genes do
complexo de histocompatibilidade principal (MHC), localizados no
cromossomo 20 ovino, que estdo envolvidos na regulacao e
desencadeamento de respostas imunoldgicas e tém sido
particularmente estudados devido a sua alta variabilidade genética (alto
palimorfismo) . Schwaiger et al. (1995) encontraram associacdes entre
uma variante (alelo) de um gene do MHC (o gene DRE1) e reducgdes de
OPG em cordeiros da raca Scottish Blackface naturalmente infectados
por Teladorsagia circumcincta. Mais tarde Buitkamp et al. (1996}
também encontraram associacdo entre algumas variantes de dois
outros genes do MHC (os genes MHC de classe | e DY) e reducio de
OPG neste mesmo rebanho. Outteridge et al. {1985) observaram
associacdes entre resisténcia a Trichostrongylus colubriformis e o gene
do MHC de classe | em animais resultantes de selecao divergentes
iselec@o para alto OPG e selecdo para baixo OPG). Mo entanto, em um
estudo posterior ndo foi encontrada associacdo entre este mesmo gene
e animais selecionados para baixo OPG (Outteridge et al., 1986). Da
mesma forma Cooper et al. {1989} e Crawford et al. (1997} nao
encontraram efeitos entre o MHC e a susceptibilidade de ovinos a
parasitos gastrintestinais. Ainda que alguns resultados tenham sido
contraditérios, estes estudos sdo importantes uma vez que indicam a
possibilidade real de uma futura selecéo de animais resistentes a
parasitos gastrintestinais assistida por marcadores.

O estude de genes que codificam proteinas envolvidas com
mecanismos imunoldgicos outros gque agqueles do complexo de
imunocompatibilidade principal IMHC) e resisténcia as infecgdes por
helmintos tém sido escassamente realizados. E conhecido que a
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resisténcia animal frente aos parasitos depende de mecanismos
imunoldgicos complexos e & improvavel que exista somente um gene
principal que afete a resisténcia do hospedeiro. Estudos em
camundongos tém sugerido que respostas tais como eosinofilia,
mastocitose e altos niveis de imunoglobulina E {IgE) sdo os principais
mecanismos para a defesa do hospedeiro contra o parasitos
gastrintestinais (Finkelman et al., 1991; Finkelman & Urban, 1992;
Finkelman et al., 1997). Estes fatores sdo dependentes da expressio
das interleucinas 3, 4 e 5 (IL-3, IL-4 e IL-5), que sdo citocinas
localizadas no cromossomo 5 ovino (http://www.theark.org/anubis).

Com base nesta informacao, foi realizado na Embrapa Pecudria Sul um projeto
de pesquisa utilizando rebanhos comerciais das ragas Corriedale e |deal com o
objetivo de identificar ovinos resistentes e suscetiveis para a caracteristica de
OPG. Todos os animais foram caracterizados para marcadores |ocalizados nos
cromossomos 5 e 20, indicados pela literatura como sendo cromossomos
onde se localizam genes importantes gue codificam proteinas envolvidas na
resposta imune.

Material e Métodos

Cordeiros (sete meses de idade) das ragas Corriedale e |deal oriundos da
Embrapa Pecuaria Sul em Bagé, RS, foram monitorados durante trés
procedimentos sucessivos chamados de “desafio de campo ™ (McEwan,
1994). Este desafio consistiu em:

{a) dosificacdo para zerar OPG,

(b) monitoramento semanal de OPG em 5% dos animais do rebanho,

(c] coleta de amostra de fezes individual quando o grupo atingiu OPG
acima de 800 e

(d) nova dosificacio.

Ao final do experimento de campo foram coletadas amostras de
sangue {5ml de sangue em tubo com anticoagulante) de cada animal
para extracao de DNA.

A determinacdo de OPG foi realizada pela técnica de McMaster
modificada (Whitlock, 1948). O DNA' de cada animal foi extraido dos
leucdcitos das amostras de sangue e foi amplificado com primers dos
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marcadores BM1815, CRSD226, CRSD2134, CSRD2138, IL2RA,
McM108, OarAE129, OarHH56, OMHCI, RMOO06, TGLA137, e
TGLA176. Este processo foi realizado através da técnica de PCR e os
resultados visualizados em gel de poliacrilamida corados com brometo
de etideo.

Analises de associacao entre as variantes de cada um dos marcadores
utilizados e a caracteristica de OPG médio (média de OPG dos trés
desafios) foram realizadas através de metodologia descrita por
Templeton (1985). Valores de OPG transformados em logaritmo foram
utilizados na andlise estatistica, no entanto os resultados serdo aqui
demonstrados com base no OPG para melhor compreenséo.

1. Considerando os seguintes resultados como exemplo:

Variantes para o

Animal i " OPG médio do animal

001 AA' 200
002 AB 300
003 BB 400
004 GG 1200
005 GH F00
006 HH 200
Q07 AH 7

' Também chamado de gendtipo. Cada animal recebe uma variante (alelo) do
pai & outra da mie,

2. As anélises estatisticas agrupam os resultados de OPG por
variante e verificam o efeito que cada variante tem sobre a
caracteristica de OPG,

3. No caso da Tabela acima poderiamos propor que:

* a cada variante A herdada (do pai ou da mae) também seria
herdado um OPG de 100, portanto o animal 001 herdou uma
variante A do pai e outra A da mée e apresentou um OPG médio
de 200;

* a cada variante B herdada acompanha um OPG médio de 200,
portanto o animal 002 (AB) herdou 100 da variante A (repassada
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ou do pai ou da mae) + 200 da variante B (repassada ou do pai ou
da mae);

* a cada variante G herdada & também herdado um OPG de 600,
portanto o animal 004 possui OPG de 1200 [600 (G) + 600 (G)];

* Assim sendo qual seria o OPG esperado para o animal 0077

Estes exemplos sdo hipotéticos e somente servem como
esclarecimento geral. Ndo levam em consideracio efeitos ambientais
nem efeitos de combinacdo genética que normalmente afetam as
caracteristicas fenotipicas.

Resultados e Discussao

0Os resultados de média de OPG para os dois rebanhos (Tabela 1) sao
bastante altos e demonstram claramente a necessidade de buscar
alternativas para o problema da verminose. Estas médias sdo mais
altas do que normalmente o produtor encontra no seu rebanho, pois a
metodologia utilizada teve por objetivo propiciar que os animais
sofressem uma efetiva infeccao. Além disto os animais retornaram ao
mesmo potreiro pos dosificacdo. Em situacdes de rebanho comercial o
produtor é recomendade a dosificar seu rebanho quande a média de
OPG do rebanho estéd acima de 500 e a fazer rodizios para ajudar no
controle da verminaose.

Entre os marcadores genéticos testados, somente os microsatélites
CSRD2138, OarAE129 e TGLA176 mostraram diferencas significativas
para o rebanho Corriedale. Sete variantes destes marcadores foram
associadas com OPG dos animais do rebanho Corriedale, sendo que
seus efeitos variaram de -28 a + 20%, com relagdo a média da
populacéo.

Para o rebanho Ideal, quatro variantes do CSRD2138 e TGLA176
tiveram associacodes significativas com logOPG e seus efeitos variaram
de -22 a -5%, com relacdo a média da populacéo.
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Tabela 1. Médias { + desvio padrdo) de OPG dos trés desafios de
campo sucessivos nas duas populactes estudadas.

OPG (ovos/grama de fezes)

No. Média Amplitude
animais + DP
Corriedale 48 3.31741.736 567 - 10.366
Ideal 82 2.714+1.005 733 - 7.266

Os efeitos das variantes para os marcadores CSRD2138, OarAE129 e
TGLA176, por raca, estdo apresentados nas Tabelas 2-4. Nesta pode
ser observado o efeito de cada variante na caracteristica de OPG,
expresso como desvio em relac8o & média de OPG da populacéo.

Tabela 2. Médias de OPG para cada variante do marcador CSRD2138
para os rebanhos Corriedale e Ideal e efeito de cada variante na
caracteristica de OPG (medido como desvio em % da média geral do
rebanho).

Variante do : Efeito de cada variante do

marcador UPa '::::'n:‘: cada marcador (desvio em % da
CSRD2138 média geral do rabanho)
Corriedale Ideal Corriedale Ideal

A 2011+ 1900* -28.42 -22.19

B 2033 2544 -5.93 -13.37

C 3715 2803 0.67 1.22

D 3758 3233 2.10 3.65

E 3956* 2354* 4.45 -4.56

F 2983 3242 -2.68 213

G 2592 3112 -1.11 3.95

H 3622 1931+ 5.45 -10.33

I n.o. 3458 10.33

Média geral 3364 2835

* Efeito significativo ao nivel de 5%; n.o. = variante ndo observada na
populagao.
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Tabela 3. Médias de OPG para cada variante do marcador OarAE129
para os rebanhos Corriedale e |ldeal e efeito de cada variante na
caracteristica de OPG (medido como desvio em % da média geral do
rebanho).

Variante do Efeito de cada variante do
marcador e T::::: T marcador (desvio em % da
OQarAE129 média geral do rabanho)
Corriedale Ideal Corriedale Ideal
A 3278 2512 0.93 -4 57
B 3050 3317 1.24 2.74
[ 3353 3154 -0.52 1.52
D 3495 2657 3.72 -0.91
E 3033 2361 -0.12 -4.88
F 2400* n.o. -16.09 n.o.
G 3818 3933 4.27 8.84
H 3161 2596 0.54 -0.91
| 1217* 2697 -19.79 1.52
J n.o. 2533 n.o. 3.06
Média geral 3280 2783

* Efeito significativo ao nivel de 5%; n.o. = variante ndo observada na populagdo.

Tabela 4. MédiasTe OPG para cada variante do marcador TGLA176
para os rebanhos Corriedale e ldeal e efeito de cada variante na
caracteristica de OPG (medido como desvio em % da média geral do
rebanho).

Variante do Efeito de cada variante do

marcador OPG ':::::n:: cada marcador (desvio em % da média

TGLA176 geral do rabanho)

Corriedale Ideal Corriedale Ideal

A 3642 2224* B.17 -9.27
B 3735 2385 4.00 -5.37
[ 2033+ 2556 -10.38 -2.06
D 3873 2524 -3.00 -0.44
E n.o. 2540 n.o. -5.43
F 1800 n.o. -1.19 n.o.
G 2833 3642 -9.32 7.13
H 3433 2915 3.55 5.64
I 5833* 3033 20.09 4.77
J 2663 3000 -7.82 5.52
K 4104 3169 | 9.35 1.67
L 1.3

1967 2466 | -10.23
Média geral 3338 2748 i
* Efeito significativo ao nivel de 5%; n.o. = variante nio observada na populacdo.
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A variante CSRD2138*A foi a dnica associada com reducoes de OPG
nos dois rebanhos. Como os animais testados eram na maioria nao
aparentados, estes resultados devem ser validados em um rebanho
com varias familias de genealogia conhecida.

Recentemente foram identificadas regides cromossbmicas associadas
com OPG em seis familias de meio-irmaos (Beh et al., 2002)
originérios a partir de cruzamentos entre duas linhas de selegdo
divergente (resistentes x suscetiveis para Trichostrongylus
colubriformis). Uma regifo no cromossomo 6 foi associada com a
resposta a infeccdo inicial: desafio com 20000 larvas de T.
colubriformis e no cromossomo 3 para a reacao a segunda infeccao
com 0 mesmo parasito. Neste trabalho que usou 133 marcadores
dispersos em todos os 26 cromossomos autossdmicos do ovino, o
cromossomo b ovino foi representado por somente dois marcadores;
McM527 e McM108, e ndo houve diferenca significativa para o OPG.
Estes dois marcadores estdo situados prdximos ao marcador
OarAE129 mas estdo distantes do CSRD2138 e TGLA176 (as
distdncias entre os marcadores dentro do cromossomo ovino 5 s&o:
Tgla176 13,9 cM; CSRD2138 34,6 cM e OarAE128 115,4 cM; fonte:
www.thearkdb.org/anubis). O marcador McM108 também foi
analisado nos dois rebanhos estudados, porém nao houve efeito
significativo de nenhuma variante deste marcador e os dados de OPG,
o que concorda com os dados obtidos por Beh et al. (2002). Apesar
do trabalho de Beh et al. (2002} ndo ter encontrado diferenca
significativa entre o OPG e os marcadores testados para o OARS
(McM527 e McM108), é impossivel excluir a existéncia de associacao
entre alguma regido do OARS e OPG.

Os resultados aqui encontrados s@o interessantes pois os marcadores
CSRD2138 e TGLA176 estdo situados proximos as regifes que
codificam as proteinas interleucinas 3, 4 e 5. Estas proteinas séo
importantes uma vez que elas atuam como moduladoras do
mecanismo de defesa do hospedeiro contra o parasitos gastrintestinais
(Finkelman et al., 1997) e sdo excelentes candidatos para um estudo
de resisténcia genética.

Embora promissores, os resultados obtidos devem ser objeto de
validacao em um modelo experimental mais amplo, com familias de
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ascendéncia conhecida @ com um maior nimero de observagtes para
poder comprovar a utilidade das informacoes observadas no presente
trabalho.

Conclusoes

Os resultados obtidos indicam que o marcador CSRD2138 é um
potencial marcador a ser utilizado na selecdo de ovinos geneticamente
resistente a parasitas gastrintestinais. O efetivo uso desse marcador
depende de sua confirmacdo em anélises de ligacdo com familias de
ovinos com pedigree conhecido.
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Glossario

Complexo de histocompatibilidade principal (MHC) - Regido do DNA
que informa (codifical proteinas que sao diretamente responsaveis pela
rapida rejeicao de transplante entre individuos & que atuam na
sinalizacao entre linfécitos e células apresentadoras de antigeno. Muito
estudadas devido ao seu alto polimorfismo.

Cromossomo - Estrutura portadora dos genes, visivel ao microscopico
dptico.

Fendtipo - Toda a caracteristica observada no animal.

Gene - Regido do DNA que codifica a composicao de uma determinada
proteina.

Interleucinas - Grupo de moléculas envolvidas na sinalizacao entre
células do sistema imune.

Marcador genético - E uma regidio varidvel de DNA, seja de seqléncia
que codifica proteina (exon) ou nao (intron). O marcador genético &
utilizado como referéncia de localizacdo pois possui um Unico endereco
no Cromossomo.

Mutacdo - Alteragcdo na composicao (segléncia de bases) do DNA.

Polimorfismo - Causado por mutacdo. Resulta em diferencas nas bases
de uma mesma seqléncia de DNA.

Variante (alelo) - Uma de vdrias formas alternativas de uma seqiliéncia
de DNA.

Exemplo: Duas mutacdes ocorreram na seqléncia AAAA, gerando
TAAA e GAAA. Esta seqiiéncia é dita polimdrfica (poli + formas) pois
possui varias ‘formas’: a variante A, a variante T e a variante G.

Pergunta: Assim sendo qual seria o OPG esperado para o animal 0077

Resposta: 200,

1



Diagrama 1. Passos utilizados no laboratério de Genética Animal para analisar o DNA dos animais.
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