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Estudo da associacio de polimorfismos de nucleotideo tnico (SNP) no gene
ELTDI (BTA3) com carga de carrapatos em bovinos da raca Puruna.
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Resumo: O carrapato bovino Riphicephalus Boophilus microplus traz enormes prejuizos para
bovinocultura mundial e seu controle vem se tornando menos eficaz devido o aumento da resisténcia
aos carrapaticidas. Variantes genéticas em alguns genes tém sido associadas a menor susceptibilidade
a carrapatos em bovinos. O presente trabalho teve por objetivo avaliar a associacdo do polimorfismo
de nucleotideo tnico (SNP) rs43338299 no segundo intron do gene ELTDI com infestagdo por
carrapatos em bovinos de corte da raga Puruna. Para isto, foram desenhados primers para a
amplificacdo desta regidao do gene ELTDI por reagdo em cadeia da polimerase (PCR) a partir da
biblioteca BTAU4. O SNP foi situado no cromossomo 3, base 70214859, substituicdio A — G. Foram
utilizadas no experimento 127 fémeas de bovinos de corte do composto racial Purund desenvolvida
na Estacdo Experimental, Fazenda Modelo, do IAPAR em Ponta Grossa — PR. As contagens de
carrapatos foram realizadas do ano de 2004 ao ano de 2009. Os dados analisados mostraram nao
haver relacdo do SNP rs43338299 para infestagdo por carrapatos nas 127 fémeas analisadas. No
entanto para um grupo de 11 animais da 2* geracdo do composto racial Purund, houve associacdo
significativa (P<0,0001) do genétipo favordvel com a carga de carrapatos. Ainda para grupo dos
animais avaliados no ano de 2009 também houve associagdo significativa (P<0,05) do genétipo, no
entanto desfavordvel, com a infestacdo por carrapatos. A andlise conjunta de correlacdo para as 127
fémeas ndo foram significativas (r=-0,06), e o tamanho do efeito estimado do genétipo para fenétipo
em questdo foi 1?2 = 0,4%. Embora preliminares estes dados mostraram uma associagdo do SNP
rs43338299 ao fendtipo em um dos grupos genéticos geragao/touros e aponta para a necessidade de
um maior N amostral de contemporaneos e a utilizacdo de outros marcadores SNPs para o gene

ELTD] e para outros genes associados a resisténcia aos carrapatos.

Palavras chave: PCR-RFLP, Riphicephalus microplus, ELTDI, Gado de Corte.

4



Abstract: The cattle tick Riphicephalus Boophilus microplus promotes a huge loss to cattle
worldwide and its control has become less effective due to increased resistance to acaricides. Genetic
variants in some genes have been associated with susceptibility decrease to ticks in cattle. This study
aimed to evaluate the association of single nucleotide polymorphism (SNP) rs43338299 in the second
intron of the gene ELTDI with tick infestation in beef cattle. For this, primers were designed to
amplify this gene region ELTDI by Polymerase Chain Reaction (PCR) from the library BTAU4. The
SNP was located on the chromosome 3, base 70214859, substitution A — G. In this experiment were
used 127 female cattle of the Puruna breed, developed at the Fazenda Experimental Modelo IAPAR -
in Ponta Grossa city, - Parana State. The counts of ticks occurred among the years 2004 to 2009. No
one association between the SNP rs43338299 for and ticks infestation in the 127 females analyzed
was observed. However, in the 2nd generation of the Puruna breed, one group of the 11 animals
showed association significant (P <0.0001) in relation to a genotype with the tick burden. In a group
of animals analyzed in the year 2009 was found an unfavorable significant association (P <0.05)
genotype AA with the tick burden. The correlation analysis for the 127 females not showed
significant results (r =- 0.06) and the size of the estimated effect of genotype to phenotype in question
was r 2 = 0.4%. Although preliminary, these data showed an association of the SNP rs43338299 with
the phenotype in a genetic group generation / bulls. These results evidence to the need for a greater N
value between contemporary group and the testing to other markers SNPs ELTDI and other genes

associated with resistance to ticks.

Keywords: PCR-RFLP, Riphicephalus microplus, ELTD1, Beef Cattle.



Introducao

A distribuicdo do Rhipicephalus (Boophilus) microplus, o carrapato bovino, se estende por
todo territério nacional, com limite ao sul no paralelo 32°, que corta o extremo sul do Rio Grande do
Sul (GONZALES, 1974). Carrapatos sdo parasitas hematéfagos, pertencentes a classe Arachnidae,
separado em duas familias principais Argasidae, ou carrapatos moles, e Ixodidae, ou carrapatos duros
o qual pertencia o género Bophilus, que foi incorporado ao género Rhipicephalus (BOWMAN, 2006;
HORAK et al., 2006). O carrapato bovino € responsavel por grandes danos aos rebanhos, como
doencas infecciosas e fatores como perda de sangue, dor, tumefacdo das feridas pelas picadas,
infeccOes secunddrias, mifases e a absor¢cdo de toxinas (BOWMAN, 2009). O carrapato juntamente
com berne interferem na qualidade do couro dos bovinos (MARQUES et al., 2000). O controle de
carrapatos baseia-se amplamente no uso de acaricidas quimicos. No inicio foram utilizados arsénicos
no controle de carrapatos, posteriormente na década de 1940, foi substituida por organofosforados,
aplicados por banho de imersdo total ou sob a forma de spray, ducha ou spor-on (URQUHART,
1996). Por estes fatores se tem dado uma grande importancia as estratégias de controle de carrapatos,
que segundo Grisi et al. (2002) trazem um prejuizo a bovinocultura nacional estimado em R$ 3,5

bilhdes por ano.

A alta resisténcia natural de bovinos a infestacdes por carrapatos parece ser um carater
hereditério, a selecdo de animais resistentes € o cruzamento entre racas européias e zebuinas como
formas de controle t€m sido investigadas para reduzir populagdes de carrapatos em rebanhos bovinos
(URQUHART, 1996). O gado bovino indiano tem caracteristicas morfo-fisiolégicas adaptadas ao
clima quente, apresenta grande rusticidade e tolerancia ao calor suportando bem moléstias
parasitdrias nos trépicos, o que niao é encontrado em racas bovinas de origem européia pura
(JARDIM, 1991). Tais caracteristicas podem também ser encontradas em bovinos de origem
européia adaptadas ao clima tropical. Esses animais foram trazidos durante a colonizacdo européia e

passaram por um longo periodo de selecdo natural, desenvolvendo caracteristicas adaptativas



importantes como resisténcia ao calor e ectoparasitas. (SILVA et al., 2000; BIANCHINI et al.,
2006). O composto racial Puruna é formado pelos grupos Charolés (41%), Angus (25%), Caracu
(25%) e Zebu (9%), trazendo caracteristicas de precocidade, rusticidade, fertilidade, rapido ganho de
peso e, portanto, qualidade de carne ao composto (IAPAR, 2009). A raca Purund tem em sua
constituicdo além de ragcas Caracu e Canchim, ragas que visam a qualidade de carne com precocidade
e rendimento de carcaga como angus e Canchim, respectivamente (MOLETTA & PEROTTO, 2005).
A raca Caracu tem sua utilizagdo preconizada por rusticidade, adaptabilidade aos trépicos e indicios
de resisténcia a ectoparasitas (QUINTINO et al., 2004), porém animais da raga Caracu foram mais
tardios, com maior deposi¢do de tecido muscular, menor deposi¢ao de gordura e menor proporcao de
traseiro especial quando comparados a racas zebuinos também conhecidas por sua adaptabilidade e
rusticidade (VITTORI et al., 2006). A raca Canchim criada no interior Paulista tem em sua
constituicdao 5/8 (68,5%) da raga Charolés e 3/g de racas Zebuinas (ALENCAR, 1994), conferindo ao

Purund 9% de racas Zebuinas, onde o Canchim entra com 25% da composi¢do da raca Puruna.

O principio da utilizacdo de marcadores moleculares é baseado na pressuposicio de que
diferencas genéticas no DNA significam, algumas vezes, diferencas fenotipicas. Entre algumas
vantagens de marcadores moleculares, pode-se citar a obtencao de um nimero praticamente ilimitado
de polimorfismos genéticos, a identificacdo direta do genétipo sem influéncia do ambiente.
(FALEIRO, 2007). Porto Neto et al., (2010) analisaram o efeito de 2 SNPs (rs29019302 e
rs29019303) previamente associado com infestacdo por carrapatos (P>0,0001) por Baradense (2007),
no segundo intron do gene ELTD1 (EGF, latrophilin and seven transmembrane domain containing 1)
no BTA3 e um adicional de 17 SNP’s em uma grande amostra de bovinos, encontrando associacao
significativa de 3 SNP’s com resisténcia a carrapatos, onde o SNP rs43338299 foi significativamente
associado com resisténcia aos carrapatos (P>0,05). Neste cendrio o objetivo deste trabalho foi testar

associacdo do SNP rs43338299 do gene ELTDI (BTA3) por meio do marcador PCR-RFLP



(Polimease chain reaction — Restriction Fragment Length Polymorphism) com a resisténcia a carrapatos em

fémeas bovinas de corte do composto racial Puruna.

Material e Métodos

Avaliagdo fenotipica da carga de carrapatos

A contagem de carrapatos entre os anos de 2004 a 2009 foi realizada em novilhas nascidas no
ano anterior ao inicio contagem e substituidas a cada anos, sendo contabilizada uma observacao por
més, provenientes da média de duas observacdes mensais. A contagem de carrapatos a cada ano teve
inicio ao fim da primavera estendendo-se até o principio inverno do ano seguinte. Foram
contabilizados carrapatos de todo lado esquerdo de cada animal, com tamanho igual ou superior a
4,5mm até 8mm de comprimento, seguindo os procedimentos descritos por Wharton e Utech (1970).
Durante o ano todo, as fémeas que participaram das contagens permaneceram em pastagem de
hemdrtria altissima, cultivar Flérida com suplementac¢do, dois kg de concentrado (15% de PB e 70%
de NDT) por animal/dia. As fémeas foram mantidas sob infestacdo natural de carrapatos com
controle durante as épocas de maior infestacdo (>150 carrapatos/animal em média), sendo realizados
de um a dois controles com carrapaticida durante o ano. As novilhas avaliadas a cada ano pertenciam

ao mesmo grupo de manejo (grupos contemporaneos) a cada ano de avaliagao.

Analise molecular

Foi coletado 4ml sangue periférico das 127 novilhas de corte Puruna submetidas a contagem
de carrapatos utilizando tubos a viacuo de 4ml contendo EDTA e K3 e agulhas para tubos a vacuo de
8mm x 25mm. A extragdo do DNA genomico foi realizada a partir do protocolo de extracdo de DNA
de leucdcitos, segundo (REGITANO, 2001). Foi realizada a quantificacdo do DNA extraido,
utilizando 2 pL do produto da extracio de DNA com posterior andlise de integridade em gel de
agarose 0,8%. A andlise do SNP rs43338299 A—G (posi¢do cromossomo 3, 70214859, biblioteca

BTAU4) do gene ELTD] foi realizada pela técnica de PCR-RFLP (HINGORANI & BROWN, 1995).



Os oligonucleotideos sense rs43338299 primer Forward (F): 5° GCCAGCATTAACACAGAAAG
37 e antisense 1543338299 primer Reverse (R): 5 GTTTAGAGGAACGTATGAGCTAGG 3” foram
desenhados nos flancos da regidao do SNP rs43338299 para a amplificacdo de um fragmento de
tamanho esperado de 505pb. A reacdo de PCR consistiu de 20 ngDNA molde, 1x TagDNA
polimerase tampao, 2mM MgCl,, 40 uM dNTPs, 2 uM de cada primer e 0,05 U/uL TagDNA
polimerase sob as seguintes condicoes: (1x) 94 °C 5 min; (35x) 90 °C 1 min, 58°C45 s, 72°C 30 s, e
(1x) 72 °C 5 min.O produto da amplificacdo foi submetido a eletroforese em gel de agarose 1%.
Posteriormente, o fragmento amplificado foi digerido com a enzima de restricio HinllIl
(5°...CATG]..3’), de acordo com instru¢des do fabricante (Fermentas), e os resultados das clivagens
foram analisados em gel de agarose 3%. Com a presenc¢a de uma Guanina (G) ao invés de uma
Adenosina (A) hd o reconhecimento do sitio de restricdo pela enzima Hinlll, gerando dois
fragmentos, um com 144pb e outro com 361pb, em um fragmento previamente amplificado pela
método PCR (Figura 1). A genotipagem dos alelos AA (505 pares de bases), AG (505 pares de bases,
361 pares de bases e 144 pares de bases) e GG (361 pares de bases e 144 pares de bases) foi

determinada de acordo com o padrao de bandas visualizadas no gel de agarose 3%.

Figura 1 - Esquema representativo do sitio de restricdo da enzima HinlIl em um fragemento de 505
pares de base (pb), produto da PCR.

Hinlll

T 505 pb =

3'..CATG...5’



Tabela 1- Descri¢do dos Primers . (F) Forward, (R) Reverse (Tm) temperatura melting, (GC)
guanina e timina % e (bp) pares de base. Fragmento amplificado com 505pb. Em realce
grifado, sitio de restri¢do para o polimorfismo analisado. Fragemnto sublinhado, possivel
sitio que por mutagdo T — A, geraria a banda de 450 pb visualizada no gel.

Tamanho Tm GC
Primer F
20bp 56.1°C 45.0 %
5’GCCAGCATTAACACAGAAAG 3’
Primer R
24 bp 57.8°C 45.8 %

S’GTTTAGAGGAACGTATGAGCTAGG 3

Fragmento amplificado

GCCAGCATTAACACAGAAAGTGAGCTGCTGCTGCTAAGTCAGTTAATAATATGCCAAAA
TTAGCACAGAAAATGAGATAACTAGAGTAAAGGAATTCACTTTCATTCAATAATTATTT
AAAGAATTTCTTCTGTTTTAAATATTTATAAAAGATAAACGGTATTCAGTTTTAGAGTAA
AACTAAGGGGCCTGTATGACCCTCTAGTTAAATGGAATGATTAATATACAGAAACTGTA
TGGAAGACACATTGGTTCATTGATTTCAGACTAGGACAGTGTGACCCTGTTCATTTAGGT
TTCTAGGAAAGTTTACAGGACTCATTTTTGGATATCCTTTCTAAAGTCCATCCATCTTAC
CATA/GAGAGAATCCAGTTATCTCTCCCGTTATAGCAGCAAGAGTAAAAAAATAATTTC
AGGGAACACTTTCCATTTCTTACTTTAGAGAAGTATGTTTGTTATTTTTTCCTGTTTTCAG
ATAATTCCTAGCTCATACGTTCCTCTAAAC

Fonte: adaptado de Baradense (2007)

Anadlise estatistica

Andlises estatisticas foram realizadas utilizando o programa SAS (SAS, 1993). Foram
utilizadas, andlise da varidncia; teste de médias; correlagdo e regressdo linear. A andlise foi
conduzida com o grupo geral, composto pelas 127 fémeas Purund; com os animais subdivididos em
nove grupos genéticos (a saber: E, F, G, H, [, J, K, L e P) e; por ano de geracdo de amostragem da
carga de carrapatos (2004, 2005, 2006, 2007, 2008 e 2009). A andlise de variincia foi gerada pelo
método GLM. A correlacdo foi analisada entre os trés possiveis genétipos (AA, AG e GG) com a

média de carrapatos para os animais. O teste de Duncan foi utilizado para verificacdo das médias de
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carrapatos em cada genétipo. A regressao linear foi avaliada com os genétipos sobre a contagem dos
carrapatos usando a féormula geral y = a+bx onde: y - é a contagem de carrapatos; a - € valor
interceptor; b € o fator de regressao; x - é o gendtipo, onde foram considerados para os genoétipos 0s

valores 1(AA), O(AB) e -1(GG).
Resultados e Discussao

Estudos de associa¢do de marcadores genéticos moleculares a resisténcia a carrapatos ja tem
sido realizados em gado (ACOSTA-RODRIGUEZ er al., 2005; MARTINEZ et al., 2006;
UNTALAN et al., 2007; GASPARIN et al., 2007; REGITANO et al., 2008; MACHADO et al.,
2010; PORTO NETO et al., 2011). A maior parte destes estudos associam esta resisténcia a
marcadores moleculares no sistema de histocompatibilidade principal - MHC bovino - (STEAR et
al., 1989, 1990), antigenos linfociticos bovinos (ACOSTA-RODRIGUEZ et al., 2005; MARTINEZ
et al., 2006; UNTALAN et al., 2007) e a um Quantitative trait loci (QTL) presente no cromossomo 6
(REGITANO et al., 2008; MACHADO et al., 2010). Recentemente, Porto Neto er al. (2011)
associaram polimorfirmos (SNPs) presentes no gene ELTD] a resisténcia aos carrapatos. Por sua vez,
o composto racial Puruna € dito possuir caracteristicas de precocidade, rusticidade, fertilidade, rapido
ganho de peso e qualidade de carne (IAPAR, 2009). Neste estudo foram avaliadas 127 fémeas Puruna
para a associacdo do SNP rs43338299 (BTA3) ao fendtipo contagem de carrapatos. Os gendtipos
obtidos podem ser analisados na Figura 2, além dos gendtipos descritos € possivel verificar a
ocorréncia de uma banda em torno de 450 pb. Essa banda € decorrente a um possivel sitio restricao

para HinlI1I ao fim do produto amplificado. Este alelo 450 pb ndo foi considerado nesta anélise.
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Figura 2- Padrdo de bandas do produto da clivagem pela enzima HinllII aplicada em gel de agarose.
Genotipos gerados: AA (505pb): 2, 3,4, 5,6, 7, 8,9, 10,12, 13, 16 e 17; AG (505pb,
361pb, 144pb): 1, 11 e 15; GG (161pb, 144pb): 14.

4 5 6 7 & 9 10 11 12 13 14 15 16 17

Neste estudo foram avaliadas 127 fémeas Purund para a associacdo do SNP rs43338299
(BTA3) ao fendtipo contagem de carrapatos. A andlise de varidncia conjunta das 127 fémeas nao
apresentou diferencas significativas (tabela 2). Ainda, estes animais foram alocados em dois grupos:
grupo ano da contagem dos carrapatos e grupo genético geragao/touros. Entre os grupos analisados
por ano de contagem (2004 a 2009) ndo foram encontradas diferencas significativas para a anélise de
variancia, exceto para o grupo avaliado em 2009 (<0,05) (tabela 3). Da mesma forma, para a andlise
dos grupos genéticos geracao/touros a andlise de variancia mostrou diferenca significativa (<0,0001)

somente para o grupo L (tabela 4).

Tabela 2- Andlise de variancia das 127 fémeas quanto a contagem de carrapatos.

Analise de variancia conjunta

G.L. QM F
Genotipo 2 463,206 0,7586ns
Residuo 124 1672,953
Média 50,80
C.V. (%) 80,49

** significativo P<0,01, *significativo P<0,05, ns ndo significativo.
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Tabela 3 — Andlise de variancia por ano de contagem de carrapatos.

G.L. QM F Média C.V. (%)
Ano 2004 1 w4 0.0826ns 16 16 32,91
6 11,186
Ano 2005 1 o176 0.2978ns g 36 23,58
9 5,057
Ano 2006 : 13837 0.8308ns g6 19 56,13
13 2910,934
Ano 2007 ’ 52180 08528ns 5 5 39,24
12 509,279
Ano 2008 2 2237,203 0.0758ns g9 64 31,23
26 783,881
Ano 2009 2 389,344 0.0309% 58 07 36,28
46 103,761
** significativo P<0,01, *significativo P<0,05, ns ndo significativo
Tabela 4 — Andlise de variancia por geragdes.
G.L. oM F Média C.V. (%)
Grupo E Genotipo 1 3350,713 0,1521ns 47,96 78,41
Residuo 11 1414,851
Grupo F Gendtipo 2 223,664 0,8663ns 48,23 82,79
Residuo 7 1594,501
Grupo G Gen6tipo 2 854,880 0,1537ns 79,55 19,03
Residuo 3 229,307
Grupo H Genotipo 1 457,277 0,7681ns 76,48 88,58
Residuo 4 4590,594
Grupo 1 Gendtipo 1 1037,973 0,5393ns 47,81 107,08
Residuo 14 2621,531
Grupo J Gendtipo 1 2876,922 0,2299ns 39,71 107,15
Residuo 13 1810,684
Grupo K Genotipo 2 613,436 0,7463ns 52,82 85,08
Residuo 8 2020,453
Grupo L Gendtipo 2 12129,703  <0,0001** 51,78 37,32
Residuo 9 373,657
Grupo P Genotipo 1 1932,984 0,1623ns 48,61 63,39
Residuo 36 949,895

** significativo P<0,01, *significativo P<0,05, ns ndo significativo
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O teste de médias realizado em conjunto para os 127 animais ndo apresentou diferencas
significativas entre os genotipos (AA, AG e GG) obtidos (tabela 5). Embora ndo significativa esta
andlise evidenciou uma menor taxa de carrapatos para o genétipo AA (49,1), seguido de AG (54,683)
e GG (57,297 carrapatos). Estes valores estdo de acordo com o esperado para o gendtipo AA e
corrobora os resultados encontrados por Porto Neto ef al. (2011). Também ndo foram encontradas
diferencas significativas para as médias de contagem de carrapatos por gendtipo entre 0s nos grupos
ano da contagem (tabela 6). Por sua vez, o teste de médias nos grupos genéticos geragdo/touros
mostrou diferenca significativa (P < 0,01) para o grupo L (tabela 7). No grupo L o genétipo AA
apresentou médias de carrapatos de (26,38), AG (141,08) e GG (101,83), no entanto, algum cuidado

com o N amostral ainda é necessario.

Tabela 5 — Teste de médias para cada gendtipo dos 127 animais analisados.

Genotipos Médias Desvio Padrao
AA 49,100* +37,496
AG 54,683" +49,565
GG 57,297"° +35,098

Para letras mintsculas diferem na mesma coluna com significancia P<0,05.

Tabela 6 — Teste de médias por ano de contagem.

Numero de carrapatos por contagem anual

Genotipos 2004 2005 2006 2007 2008 2009
AA 9.230* 8.718% 97.30* 58.03° 81.08* 30.836"
AG 16.670° 6.775* 88.37° 50.46° 105.28* 22.576*
GG 65.36" 72.17° 19.500*

Para letras mindsculas diferem na mesma coluna com significancia P<0,05.
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Tabela 7- Teste de médias por geracdo de animais.

Numero de carrapatos por grupo

Genotipos E F G H | J K L P

AA 54.81° 40.72° 85.21* 8521° 43.16* 32.79° 56.74* 26.38" 53.17°
AG 10.32% 49.13* 94.00* 67.75" 61.77" 67.41" 5529 141.08* 37.44°

GG 65.36" 42.50° 19.50* 101.83*°

Para letras mindsculas diferem na mesma coluna com significancia P<0,05.

Nao foi encontrada correlacao significativa entre gendtipo e nimero de carrapatos contados (r
= -0,065) para andlise conjunta dos 127 animais (tabela 8). Entre os grupos de ano de contagem de
carrapatos foi observada uma correlacdo positiva (<0,01) para os animais avaliados em 2009 (tabela
9). Por sua vez, entre 0os grupos genéticos geragcao/touros foi observada uma alta correlacdo negativa
(<0,01) para nimero de carrapatos e gen6tipo no grupo L (Tabela 10). A correlagdo positiva para ano
2009 e negativa para o grupo L € explicada por ndo haver similaridade dos genétipos favordveis entre
os dois grupos, a qual, também foi representada pelo teste de médias. De maneira similar, na
averiguacdo da inter-relacdo da carga de carrapatos e componentes de producdo de leite em vacas
taurinas Turner et al., (2007) encontraram baixa correlagdo (r = <0,10) entre gendtipo e carga de
carrapatos e alta correlagdo para gendtipo e fenétipos de produgdo leiteira (r = 0,66), tal resultado se

deve aos genes estudados estarem associados principalmente a produgdo de leite e seus componentes.
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Tabela 8- Correlacao do genétipo com numero de carrapatos contados nos127 animais.

Numero de Carrapatos
Genotipo -0,065
0,46

Tabela 9- Andlise de correlacdo por ano de contagem.

Contagem (ntimero de carrapatos) por ano
2004 2005 2006 2007 2008 2009

Genétipo  -0.64743  0.34564  0.06036  -0.00914  -0.19315 0.36950%**

0.0826 0.2978 0.8308 0.9742 0.3154 0.0090

** significativo P<0,01.

Tabela 10 — Anélise de correlacdo por geracdo de Puruna.

Grupos de Animais (contagem de carrapatos)

E F G H I J K L P

Genétipo  0.4209 -0.0513 0.6514 0.1558 -0.1658 -0.3300 0.1981 -0.7761**  0.2313
0.1521 0.8880 0.1611 0.7681 0.5393  0.2296 0.5593  0.0030 0.1623

** significativo P<0,01.

O SNP 1543338299 tem um pequeno tamanho de efeito sobre a infestacdo por carrapatos
2=0,004 abaixo do encontrado por Porto Neto et al. (2011) . Um SNP isolado ou até mesmo
haplétipos tem mostrado pequeno efeito sobre a resisténcia a carrapatos variando de 12 = 0,005 a2 =
0,012, em grandes amostras (Porto Neto e al., 2010, 2011). Neste estudo ndo foi considerado o
tamanho do efeito residual nos grupos significativamente associados (r>=0,13 e r2=0,60), (tabelas 11 e
12), devido ao baixo nimero de animais amostrados, o que pode superestimar o resultado. Em um
amplo mapeamento do genoma para deteccdo de QTL’s, por marcadores microssatélites, foram
encontrados marcadores significativos (P<0,01; P<0,05 e P<0,10) em diferentes estagdes e diferentes
cromossomos (REGITANO et al., 2008). O tamanho de efeito estimado para esses QTL’s foi de
12=1,7% a 12=6,20%, onde os autores concluiram que hd predominancia de efeitos ndo aditivos e uma

forte interacdo entre muitos loci para a caracteristica avaliada (REGITANO et al., 2008).
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Tabela 11- Regressao Linear por geracdo de Puruna

Grupo Equacao de regressao Linear R2?
E y=10,31+44,49x 0,1772
F y=49,53-02,60x 0,0026
G y=71,03+17,05x 0,4244
H y=67,75+17,46x 0,0243
I y=61,76-18,60x 0,0275
J y=67,41-34,62x 0,1089
K y=47,36+14,01x 0,0392
L y=91,59-59,71X ** 0,6025
P y=37,44+15,72x 0,0535
Tabela 12 — Regressao Linear por ano de contagem.
Ano de contagem Equacao de regressao Linear R?
2004 y=16,67-07,44x 0,4192
2005 y=06,77+01,94x 0,1195
2006 y=88,36+08,93x 0,0036
2007 y=57,74-0,326x 0,0001
2008 y=94,02-09,08x 0,0373
2009 y=23,10+07,60x ** 0,1365

O fato do grupo L apresentar baixa contagem de carrapatos no genétipo AA pode estar ligado a
uma configuracdo favoravel no gene ELTDI, que além do SNP avaliado pode apresentar outros
SNP’s favoraveis, em possivel desequilibrio de ligacdo. Além desta hipdtese, o grupo L pode
apresentar uma ampla combinacdo de variantes favordveis entre os varios genes associados a
resisténcia a carrapatos, constituindo um grupo de animais com maior rusticidade. Esta hipétese é
possivel devido ao fato do grupo L ter sido constituido a partir de dois touros, os quais, devido ao
acaso, poderiam apresentar maior resisténcia a carrapatos. Por outro lado, o grupo que foi avaliado no

ano 2009, apresentou o gendtipo AA, associado a uma maior carga de carrapatos. Este fato pode ser
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explicado devido a associacdo SNP rs43338299 a outros SNPs no gene ELTDI e, a outros genes
desfavordveis. Nesta regido do gene ELTDI foram encontrados outros dois SNPs (rs43338300 e
43338303) relacionados com sobrecarga de carrapatos (PORTO NETO e al, 2011). O SNP
rs43338300 ¢ ligado e com alto desequilibrio de ligacdao (LD) ao SNP rs43338299. Estes SNPs
constituem um haplétipo de 3-locos favordvel a resisténcia a carrapatos apds correcao pelo teste
Bonferroni. Ainda, este haplétipo estd associado a outro haplétipo de 9-locos também significativo

apos correcdo por Bonferroni a resisténcia a carrapatos (PORTO NETO et al., 2011).

O gene ELTDI (BTA3) ndo estd diretamente relacionado com o sistema imune e a primeira
vista ndo € gene candidato a associacdo com grau de infestacdo por carrapatos. Este gene se expressa
no endotélio vascular onde t€ém sido observadas diferentes reacdes quanto a infestagdes por
carrapatos em bovinos, no entanto, ndo foram observadas diferencas quanto a expressdo deste gene
(WALLGARD et al., 2008; WANG et al, 2007; PIPER et al, 2008, 2010). Em varreduras
gendmicas por marcadores microssatélites ndo houve associacao de QTL’s, no cromossomo BTA3, a
infestacdo por carrapatos (MACHADO et al., 2010; GASPARIN et al., 2007; REGITANO et al.,
2008). Em uma meta-andlise, combinando resultados obtidos em estudos de expressdo génica (GES)
e estudo amplo do genoma (GWAS) (SNP), entre os dez genes mais fortemente associado ao
fendtipo em questdo, Porto Neto ef al. (2011) encontraram um possivel gene candidato (MFSD2A)
localizado no BTA3, mesmo cromossomo do gene ELTDI. No entanto, ndo € conhecida a possivel

associacdo deste gene MFSD2A e ELTD1 em estudos de resisténcia aos carrapatos.

Desta forma, neste estudo foi realizada uma avaliacio do SNP rs43338299 a possivel
resisténcia aos carrapatos no composto racial Puruna. Foi encontrada uma associac¢do significativa
para o grupo genético geracao/touros L. No entanto, ndo foi possivel afirmar ao certo se a associacao
do SNP rs43338299 no grupo L foi ao acaso ou se este SNP estd em LD com alguns outros SNPs e

outros genes e QTLs para resisténcia aos carrapatos.
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Conclusao

O SNP 1543338299 ndo foi significativamente associado a infestacdes por carrapatos na
amostra total avaliada. No entanto, 0 SNP rs43338299 no grupo contemporaneo de 2009 (P<0,05)
(desfavordvel) e no grupo genético L (P<0,001) (favordvel) foi associado com a carga de carrapatos
em bovinos de corte. Embora preliminares estes dados mostraram uma associagdo do SNP
rs43338299 ao fendtipo e aponta para a necessidade de um maior N amostral de contemporaneos e a
utilizacdo de outros marcadores SNPs para o gene ELTDI e para outros genes associados a
resisténcia aos carrapatos. Deste modo, € possivel afirmar que a utilizagdo de um quadro de
marcadores moleculares e estudos de expressdo génica para a resisténcia aos carrapatos podem ser

extremamente Uteis na identificagdo de matrizes e para o melhoramento desta caracteristica em gado.
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