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ANALISE GENETICA DA ESPESSURA DO COURO, DO CRESCIMENTO POS
DESMAMA E DAS RESISTENCIAS AO CARRAPATO E A BABESIOSE EM
BOVINOS DE CORTE

RESUMO - Estudos recentes sobre mecanismos de resisténcia dos bovinos
aos carrapatos s&o raros, justificando a necessidade de novos estudos. O couro dos
animais é um dos habitats do carrapato, e algumas caracteristicas do mesmo podem
propiciar condi¢gdes mais ou menos favoraveis para a fixagado e desenvolvimento das
larvas. O objetivo do trabalho foi estimar parametros genéticos para as caracteristicas
espessura do couro (EC) e ganho de peso pos desmama (GPD550) em bovinos
Nelore, e verificar as associagdes de espessura do couro, resisténcia aos carrapatos
e nivel de parasitemia por Babesia bovis em fémeas, Caracu e Nelore, infestadas
artificialmente. O banco de dados do programa de melhoramento genético Nelore
Qualitas foi utilizado para estimacdo da herdabilidade das caracteristicas EC e
GPD550 assim como na verificagao da associagao genética. Os parametros genéticos
foram estimados por analise bayesiana com uso de modelo multivariado. Outra etapa
do projeto foi conduzida com uso de 20 novilhas Nelore e 20 novilhas Caracu,
provenientes do Centro de Pesquisa em Pecuaria de Corte do Instituto de Zootecnia
de forma a possibilitar a verificacdo da associagao da resisténcia ao carrapato com
nivel de parasitemia por B. bovis e espessura do couro. As novilhas foram submetidas
a trés (3) infestagdes artificiais de carrapatos, em intervalos de 14 dias. A EC foi
medida na regido posterior a escapula dos animais com uso de paquimetro. Foram
realizadas contagens de fémeas ingurgitadas no intervalo entre o 19° e 23° dia apés
a infestagdo e colheitas de sangue no 1°, 7°, 21°, 35° e 49° dia do experimento. As
amostras de sangue foram utilizadas para avaliar o nivel de parasitemia por B. bovis
por meio de reagdes de PCR quantitativo (QPCR). Analises estatisticas foram
executadas com o procedimento MIXED do programa SAS. As estimativas de
herdabilidade (h?) das caracteristicas EC e GPDS550 foram 0,12 e 0,29,
respectivamente. O coeficiente de correlacdo genética entre EC e GPD550 foi 0,17.
O grupo genético Nelore apresentou menor quantidade de carrapatos nas infestagdes
artificiais, apesar disto, ambos os grupos genéticos foram eficientes no controle da
parasitemia por B. bovis. O efeito do grupo de espessura do couro (GEC) nao foi
significativo (p>0,05) para resisténcia aos carrapatos e a babesia. A EC apresentou
variancia genética aditiva suficiente para ser utilizada como critério de selegcdo em
programas de melhoramento genético. No entanto, a baixa associagdo genética com
GPD550 e a falta de associagao com resisténcia aos carrapatos sao fatores que
devem ser considerados na utilizacdo da EC como critério de selecao.

Palavras-chave: herdabilidade, espessura do couro, ganho de peso pdés desmama,
R. microplus, B. bovis, gPCR



GENETIC ANALYSIS OF SKIN THICKNESS, POST WEANING GROWTH AND
RESISTANCE TO TICK AND BABESIOSE IN BEEF CATTLE

ABSTRACT - Recent studies about mechanisms of resistance to the tick are
rare in cattle, justifying the need for further research. The hide of the animals is one of
the tick habitats and some hide features can provide favorable conditions for the
establishment and development larval. The aim of this study was to estimate genetic
parameters for the skin thickness (ST) and post weaning weight gain (PWG550) of
Nellore cattle, and to verify the relationship among skin thickness, tick resistance and
parasitaemia level by Babesia bovis in heifers, Caracu and Nellore, that it were
artificially infested with ticks. The database of the Nellore Qualitas breeding program
was used to estimate the heritability of the ST and PWG550 traits and to verify the
genetic association among these traits. Genetics parameters were estimated by
bayesian analysis with a multivariate model. Another project phase was developed with
20 Nellore heifers and 20 Caracu heifers, belonging to the Instituto de Zootecnia, in
order to allow the study the association of the resistance to tick with parasitaemia level
by B. bovis and skin thickness. Heifers were submitted to three (3) ticks’ artificial
infestations, with 14 days interval. ST was measured in the mid-side area of animals
with a double caliper. Engorged females counts were performed in the range of 19
and 23! days after infestation. Blood samples were collected on the 1st, 7th, 21t 35t
and 49t day of the experiment. Blood samples were used to evaluate the parasitaemia
level by B. bovis, by quantitative PCR (QPCR) method. Statistical analysis were
performed using the MIXED procedure of SAS. Estimates heritability (h?) of the ST and
PWG550 traits were 0.12 and 0.29, respectively. Correlation coefficient among the EC
and GPD550 traits was 0.17. Nellore showed lower amount of ticks in artificial
infestations, however, both groups were efficient to control the B. bovis parasitaemia.
The skin thickness group effect was not significant (p>0,05) for resistances to tick and
babesia. ST showed enough additive genetic variance to be used as selection criteria
in animal breeding programs. However, the low genetic association with PWG550 and
the lack of association with resistance to ticks are factors that should be considered in
the use of ST as selection criteria.

Keywords: heritability, skin thickness, post weaning weight gain, R. microplus, B.
bovis, gPCR



CAPITULO 1 - CONSIDERAGOES GERAIS

1. Introdugao

O cenario mundial de producdo de carne € caracterizado pelo crescente
aumento da produgédo, entretanto a produgéo de carne de origem bovina é a que
menos cresce comparada as de origem suina e de frango (FAO, 2013). O maior
produtor da carne bovina é os Estados Unidos, o Brasil ocupa o segundo lugar (USDA,
2013), entretanto € o maior exportador e o detentor do maior rebanho comercial de
bovinos de corte do mundo, com efetivo de 211,279 milhdes de cabeca no ano de
2012 (IBGE, 2013).

Ainda que a bovinocultura de corte brasileira tenha destaque mundial e
nacional, existem aspectos desfavoraveis ao aumento do potencial de crescimento,
dentre os quais estdo aumento dos custos da producdo motivado pela demanda de
insumos, adversidades climaticas, exigéncias do mercado externo quanto a
rastreabilidade dos animais e questdes econdmicas ligadas a juros, cambio e
tributacdo. Neste contexto, visando o aumento da produtividade desta atividade
ganham importancia gestdes focadas na nutricdo, sanidade e planejamento genético
do rebanho.

No quesito genético, animais puros da raca Nelore e seus cruzamentos tém
importancia fundamental na pecuaria nacional, dado que compdem 89% dos rebanhos
(GRISI et al., 2014). A preferéncia dos criadores por bovinos Nelore, se deve as
caracteristicas como rusticidade, adaptabilidade a criagdo em regimes de pasto e ao
clima, além disso, ha a importancia do uso de matrizes ou reprodutores Nelore nos
cruzamentos pela complementariedade que é fornecida quanto a caracteristica de
resisténcia da raca aos parasitas internos e externos, dado que as condigdes
climaticas brasileiras favorecem o desenvolvimento de parasitas.

O carrapato da espécie Rhipicephalus microplus destaca-se entre as
parasitoses, por ser encontrado em todo o territrio nacional e ser o principal parasita

externo que acomete os bovinos. Esse carrapato € vetor biolégico dos protozoarios



hemoparasitas Babesia bovis e Babesia bigemina, os quais provocam, em casos de
infeccdo aguda, a morte de animais jovens e adultos (WAAL e COMBRINK, 2006).
Entre as espécies que causam a babesiose bovina, a B. bovis € a mais patogénica
(BENAVIDES & SACCO, 2007). Com a multiplicagdo acentuada da babesia nas
hemacias e aumento na corrente sanguinea dos bovinos surgem os sinais clinicos
causados pela enfermidade, resultando em febre, depressdo e hemoglobinuria,
acompanhados de anemia, diarreia, fadiga muscular, convulsdes e coma (JONSSON
et al., 2008).

As babesioses e outras enfermidades que sido transmitidas pelos carrapatos
aos bovinos promovem perdas econdmicas diretas na producéo animal, além do que,
ha também perdas econdmicas indiretas que estdo relacionadas aos gastos com
controle dos carrapatos, e a dificuldade para criacdo de ragas menos resistentes.

O método mais comum de controle dos carrapatos € o uso de produtos
quimicos, no entanto a elevada frequéncia e o uso inadequado de tratamentos
quimicos tém formado populacdes de carrapatos resistentes aos principios ativos dos
acaricidas existentes no mercado nacional (GOMES et al., 2011). Dessa forma,
alternativas racionais no controle dos carrapatos sado focos de pesquisas, tais como
controle biolégico dos carrapatos (VERISSIMO,2013), manejo integrado de pragas
(MOORING et al., 1994), fitoterapia (SANTOS et al., 2013) e resisténcia natural do
hospedeiro (IBELLI et al., 2012).

A raga dos animais tem importante efeito sobre o nivel de infestacao de
carrapatos (WAMBURA et al., 1998), assim, a utilizacdo de animais geneticamente
resistentes é alternativa usual no controle dos carrapatos e na redugao dos custos.
Alguns programas de melhoramento genético de bovinos agrupam informacdes de
caracteristicas relacionadas ao tema, entre as quais esta a medida da espessura do
couro para ser utilizada como critério de selecdo na escolha de animais mais
resistentes. Acredita-se que a espessura do couro € um dos fatores que influenciam
na resisténcia do hospedeiro aos carrapatos, dessa forma quanto mais espesso for o
couro do bovino, mais dificil sera o contato do carrapato com o sangue do animal
(Carrera, 2013).



Na década de 50 surgiram as primeiras hipoteses com a associagdo da
espessura do couro e resisténcia dos bovinos ao carrapato (BONSMA, 1949; RIEK,
1962). Esta associagcédo deve ser avaliada de forma a gerar esclarecimento sobre o
uso da espessura do couro como medida eficiente na obtengao de bovinos resistentes
aos carrapatos e como critério de selegdo em programas de melhoramento genético

animal.

2. Objetivos

Dada a importancia da variavel espessura do couro e o pouco conhecimento
acerca desta caracteristica, este trabalho teve como propostas estimar a
herdabilidade da caracteristica espessura do couro e verificar a associagao genética
com caracteristicas de crescimento pés desmama em bovinos Nelore, e, verificar as
associacdes de espessura do couro, resisténcia aos carrapatos e nivel de parasitemia

por B. Bovis em fémeas, Caracu e Nelore, infestadas artificialmente com carrapatos.

3. Revisao de literatura

3.1 Espessura do couro em bovinos

Na década de 50 surgiram as primeiras hipoteses da associagao do couro com
resisténcia dos bovinos aos carrapatos. Um dos trabalhos pioneiros sobre o assunto
foi realizado por Bonsma (1949) na Africa. O autor, conhecido por trabalhar com
adaptabilidade de bovinos, relatou que o couro e suas caracteristicas (pigmentacao,
espessura, glandulas sudoriparas e sebaceas, espessura do pélo, cor do pélo, etc.)
sdo atributos adaptativos importantes para bovinos de regides tropicais e subtropicais.
O couro seria um dos fatores responsaveis pela tolerancia as altas temperaturas e
aos carrapatos.

A espessura do couro esta relacionada as camadas da pele, epiderme e derme.
Na camada papilar da derme, existem fibras de colagenos que formam a jungao

dermo-epidérmica responsavel pela fixacdo da derme a epiderme (Figura 1). A



camada reticular € a camada mais espessa da derme, formada por tecido conjuntivo
denso, e nesta regido encontram-se vasos sanguineos, foliculos pilosos, glandulas
sebaceas e glandulas sudoriparas (JUNQUEIRA e CARNEIRO, 2013).

Figura 1. Corte longitudinal da pele de novilha da raga Shorthorn (esquerda) e

de origem Bos taurus indicus (direita) (Fonte: Dowling, 1955).

O método mais utilizado e aceito para avaliar a espessura do couro é a
mensuragao por meio da dobra de pele (DOWLING, 1955), sendo a regiao posterior
a escapula o melhor local para obtencdo da medida nos bovinos. O paquimetro é o
instrumento utilizado atualmente para medir a espessura do couro pela praticidade e
por obter a dobra da pele em milimetros. Segundo Tulloh et al. (1961), a espessura
do couro é relativamente uniforme na regiao citada.

A espessura do couro também pode ser mensurada por cortes histologicos,
possibilitando ainda a distingédo e caracterizagao das camadas da pele. Dowling (1955)

relatou que a espessura da epiderme representou 18,3%, 29,5% e 23,7% da



espessura total do couro em animais Bos indicus, Bos taurus e mestico Bos indicus x
Bos taurus, respectivamente. O autor verificou que a derme apresenta maior
espessura nos animais zebu, em estudo da espessura do couro dos animais por meio
de cortes histologicos e dobra da pele.

Tulloh (1961) estudando espessura do couro tomada por cortes histologicos e
dobra da pele observou que a correlacdo entre as duas medidas foi 0,82 e ainda
correlagao de 0,50 entre a dobra da pele dos touros e de suas maes. Acredita-se que
a maior protegcdo do animal € dada com maior espessura do couro, dado que a
espessura do couro age como uma barreira fisica que dificulta a perfuragdo do couro
dos bovinos pelo carrapato (CARRERA, 2013). Wilkison (1962) estudou a associagéo
entre a espessura do couro e resisténcia ao carrapato, entretanto verificou que a
associagao nao foi significativa (p>0,05) em bovinos da raga Shorthorn Australiana.

Riek (1962) estudou a associagcédo entre cortes histologicos, verificando a
espessura do couro total com locais de fixagdo dos carrapatos nos animais B. indicus,
B. taurus e seus cruzamentos. Apesar de nao ter encontrado correlagao significativa
entre espessura do couro e grau de resisténcia aos carrapatos, Riek (1962) relatou
que areas de maior fixagao das larvas, no verao, foram as areas de couro fino como
flanco, axila e barbela. Assim, areas do corpo do bovino com espessuras mais finas
podem ser areas de preferéncia para fixacdo das larvas dos carrapatos.

Simoén et al. (2009) utilizaram o paquimetro para medir a espessura do couro
em bovinos de Cuba, e observaram que animais com maior espessura do couro, 0s
quais possuiam maior proporgao de sangue zebu, tiveram menor carga de carrapatos.
Contudo, os autores ndo mediram associacdo desta variavel com a resisténcia aos
carrapatos.

Estudos disponibilizando a estimativa da herdabilidade da caracteristica
espessura do couro em bovinos ndo foram encontrados na literatura. Em ovinos, a
caracteristica tem grande importancia econémica pelo fato de estar associada a
diferencas na producao de |a. Estimativas de herdabilidade para a caracteristica em
ovinos foram apresentadas por Slee et al. (1991) e Gregory (1982) que obtiveram
valores de 0,35 e 0,22 a 0,79, respectivamente, sugerindo que a caracteristica pode

ser utilizada como critério de selecdo na obtengdo de animais com fendtipos



desejaveis. No entanto, ha escassez de informagao sobre espessura do couro em
bovinos zebuinos e taurinos, o que evidencia a necessidade de conhecer os
parametros genéticos, assim como verificar sua relagédo com resisténcia ao carrapato
e outras caracteristicas de interesse econdémico.

O couro € um subproduto do abate de bovinos e, apds submetido a processo
de curtimento, pode ser utilizado como material para a confecg¢ao de diversos artefatos
para uso humano. Algumas lesées permanentes no couro exercem influéncia sobre
sua qualidade e, consequentemente, padronizacdo e depreciacdo do produto no
mercado. No Brasil, aproximadamente 40% das lesdes nos couros comercializados
sao provocadas por agdes de ectoparasistas como carrapatos, bernes e moscas do
chifre e 20% sao provocadas pela marcagao e uso de instrumentos ndo indicados para

a condugdo dos animais (GRISI et al., 2002).

3.2 Aspectos gerais do parasitismo ocasionado pelo carrapato Rhipicephalus

microplus

Os niveis parasitarios e desafios termorregulatorios estdo entre os principais
problemas que acometem bovinos criados nas regides tropicais e subtropicais. Niveis
moderados a altos de infestacao por parasitas podem afetar diretamente a produgao
animal. Segundo Jonsson (2006), as perdas econdmicas devido ao parasitismo pelos
carrapatos alcancam a cifra de US$7,3/cabeca/ano.

O prejuizo mundial pode ser calculado se considerarmos que a populagao
mundial de bovinos é de 1.494.348.769 (FAOSTAT, 2014) e que 80% dos animais
estdo em areas de risco de contato com o carrapato (SNELSON, 1975), teriamos
perdas anuais ao redor de US$8,7 bilhdes. Para a bovinocultura de corte, os niveis de
infestagéo por carrapatos trazem drasticas perdas diretamente relacionadas ao ganho
de peso dos animais. Estudo realizado por Frisch et al. (2000) concluiu que a redugao
individual anual esperada no ganho de peso associado com carga parasitaria de 40
carrapatos/dia € cerca de 10 a 15 kg. Mackinnon et al. (1991) relataram correlagéo

genética negativa do nivel de infestagdo de carrapatos com ganho pds desmama.



No Brasil, a infestacao por carrapatos € uma das principais causas de perda
econdmica em bovinos criados a pasto (PARIZ| et al., 2009). O impacto econémico
causado pelo carrapato R. microplus em todo o rebanho bovino brasileiro seria de
3,24 bilhdes de ddlares. Considerando somente os rebanhos de bovinos de corte, a
estimativa seria de 2,31 bilhdes de ddlares, sendo que este valor é superior aos
prejuizos causados por outras parasitoses (Grisi et al., 2014). No Brasil, o carrapato
R. microplus é o principal parasita que acomete o gado, e as condi¢des climaticas
favoraveis ao seu desenvolvimento possibilitam sua ocorréncia em todo o territorio
nacional (Gonzales, 1993).

O R. microplus transmite agentes patogénicos causadores da Tristeza
Parasitaria Bovina (TPB): Babesia bovis, Babesia bigemina e Anaplasma marginale.
Grande parte das areas de ocorréncia das babesioses bovinas no territorio brasileiro
sdo classificadas como areas de estabilidade endémica, assim o beneficio biolégico
obtido pela diminuicdo da populacdo de carrapatos deve ser a manutencao da
imunidade contra os agentes do complexo da Tristeza Parasitaria Bovina (FURLONG,
1993). Portanto, a presenga dos carrapatos nos animais de rebanhos criados em
areas de estabilidade endémica é desejavel em niveis controlados para manutengao
da imunidade dos animais e amenizar perdas econémicas causadas pelos parasitos.

O método comumente utilizado no controle dos carrapatos € o uso de produtos
quimicos, que apresentam alto custo e podem ser ineficazes devido, principalmente,
ao desenvolvimento de resisténcia aos principios ativos por parte dos parasitas
(BRITO et al., 2011). Segundo Gomes et al. (2011), a elevada frequéncia dos
tratamentos quimicos associada ao uso inadequado dos produtos sao responsaveis
por selecionar populagdes de carrapatos resistentes aos principios ativos dos
acaricidas existentes no mercado.

Alternativas menos onerosas devem ser utilizadas no combate aos carrapatos,
tais como o controle biolégico dos carrapatos (VERISSIMO,2013), o manejo integrado
de pragas (MOORING et al., 1994), a fitoterapia (SANTOS et al., 2013) e a resisténcia
natural do hospedeiro (IBELLI et al., 2012). Sabe-se que a raga dos animais tem efeito

importante sobre a quantidade de carrapatos presentes no hospedeiro (WAMBURA et



al., 1998), sendo assim, a utilizagdo de animais resistentes é alternativa usual na

reducdo dos custos e no controle estratégico dos parasitos.

3.3 Diferengas na resisténcia genética dos bovinos aos carrapatos

Os mecanismos de resisténcia dos animais aos carrapatos sdo complexos, com
algumas lacunas ainda ndo desvendadas pelos pesquisadores. As pesquisas tendem
a avaliar causas fisiologicas e imunoldgicas e/ou caracteristicas fenotipicas que
estejam relacionadas a diminuicdo do numero de carrapatos, entretanto, € aceito
pelos autores que a raga dos bovinos tem grande efeito no nivel de resisténcia dos
animais.

Na literatura, € documentada a maior tolerancia das ragas zebuinas (B. indicus)
comparadas aos taurinos (B. taurus) quanto a resisténcia ao carrapato R. microplus
(VILLARES, 1941; BONSMA, 1944; UTECH et al., 1978; UTECH e WHARTON, 1982;
SILVA et al. 2007; BIANCHIN et al., 2007). Desde os primérdios da domesticagao,
animais B. indicus permaneceram em ambiente mais hostil e em contato com os
parasitas, determinando a adaptagdo ao ambiente tropical (O’Neill et al., 2010), isto
pode ter contribuido com o desenvolvimento da resisténcia natural contra a
prevaléncia dos carrapatos.

Resultados obtidos por Utech et al., (1978) indicaram que bovinos zebuinos,
com aptidao para corte, foram superiores aos animais cruzados e animais de sangue
europeu quanto a resisténcia a infestacao artificial por carrapatos R. microplus. A
resisténcia dos animais aos carrapatos péde ser avaliada pelo percentual de larvas
que nao conseguiram atingir a fase adulta, em que animais zebuinos apresentaram
menor percentual médio de larvas de carrapatos.

No Brasil, maior resisténcia aos carrapatos em animais zebuinos foi observada
por Silva et al. (2010) e Ibelli et al. (2012) no estudo de infestagbes naturais e artificiais,
respectivamente. Silva et al. (2010) estudaram fémeas de diferentes grupos, e
verificaram que animais Nelore apresentam significativamente (p<0,05) menor
quantidade de carrapatos durante todas as épocas do ano, quando comparado aos

animais mesticos de Nelore e outras ragas de origem européia. Os resultados



encontrados por autores como Silva et al. (2010) e Ibelli et al. (2012) evidenciam a
influéncia da genética dos animais na quantidade de carrapatos presentes no corpo
dos hospedeiros, sendo a maior resisténcia ao carrapato observada em bovinos com
maior proporgéao de sangue zebuino.

Estudos mostraram que o melhoramento genético para resisténcia dos bovinos
aos carrapatos pode ser eficiente na diminuicdo do numero destes parasitas no corpo
dos animais, embora o progresso genético possa ser lento (FRISCH et al., 2000;
BUDELI et al. 2009). Nos resultados obtidos Frisch et al. (2000), em 15 anos de
selegao para resisténcia ao carrapato, a contagem de carrapatos diminuiu linearmente
(R?=0,93), O numero médio de carrapatos passou de 275 carrapatos/animal/dia no
inicio da selecdo, em 1983, para cerca de 40 carrapatos/animal/dia em 1998. A
linearidade da resposta indicava que a resisténcia ao carrapato pela selecao
continuaria aumentando até que fosse alcancada resisténcia total ou proxima do total.

Diferentes niveis de susceptibilidade sdo observados n&do apenas entre B.
indicus e B. taurus, mas também entre racas de mesma origem e entre individuos de
mesmo grupo racial (UTECH et al.,, 1978; FURLONG, 1993). Como existe
variabilidade na resisténcia aos carrapatos entre os bovinos, 0s animais mais
tolerantes poderiam ser selecionados como reprodutores, assim bovinos menos
suscetiveis poderiam deixar filhos mais resistentes ao parasita, diminuindo a carga
parasitaria de carrapatos ao longo das geracoes.

A viabilidade da selecao pode ser verificada pela estimativa da herdabilidade
obtidas em pesquisas, nas quais a caracteristica de resisténcia aos carrapatos é
medida a partir de dados de contagem de carrapatos tomados no corpo do animal.
Mackinnon et al. (1991), trabalhando com cruzamentos de taurinos e zebuinos
estimaram a herdabilidade para a varavel em 0,39. Os valores de herdabilidade
estimados por Fraga et al. (2003) e Regitano et al. (2006) para a caracteristica niumero
de carrapatos foram, respectivamente, 0,22 e 0,15.

A magnitude das estimativas de herdabilidade para essas caracteristicas
sugerem que o ganho obtido pela seleg¢ao de resisténcia ao carrapato pode ser obtido
tdo rapidamente quanto nas caracteristicas de crescimento para qualquer populacao

de bovinos (FRISCH et al., 2000). Entretanto, embora a selegdo para aumento da
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resisténcia ao carrapato seja tecnicamente viavel (MACKINNON et al., 1991; FRISCH
et al., 2000; FRAGA et al., 2003; REGITANO et al., 2006), a medida da caracteristica
numero de carrapatos contados em um dos lados do corpo do animal, € um processo
trabalhoso, dificultando sua aplicagdo nos programas de melhoramento.

E importante, portanto, buscar caracteristicas alternativas que possam ser
utilizadas com a mesma finalidade e eficiéncia, mas que sejam aplicaveis nos
programas de selegdo, tais como a espessura do couro. No entanto, ainda sao
necessarios estudos que demonstrem sua aplicabilidade e confirmem a relacédo desta

variavel com a resisténcia aos carrapatos.

3.4 Aspectos gerais da Babesia bovis para os bovinos

As enfermidades do complexo Tristeza Parasitaria Bovina séo relevantes no
mundo inteiro por ocasionarem morbidade de bovinos, e, consequentemente, reducao
na produgéo e perdas econémicas. A Tristeza Parasitaria Bovina € reconhecida pela
infeccdo concomitante das babesioses bovina, causadas por B. bovis e B. bigemina,
juntamente com a rickettsia A. marginale (GRISI et al. 2002).

Entre espécies que causam a babesiose bovina, a B. bovis é a mais patogénica
(BENAVIDES & SACCO, 2007). Quando o animal se infecta ocorre multiplicacdo dos
protozoarios nos microcapilares viscerais provocando a destruicdo das hemacias.
Com a multiplicagdo acentuada dos protozoarios transparecem os sinais clinicos
desta enfermidade, resultando em febre, depressao e hemoglobinuria, acompanhados
de anemia, diarreia, fadiga muscular, convulsdes e coma (JONSSON et al., 2008). Em
rebanhos susceptiveis, esta sindrome aguda € responsavel por alta taxa de
mortalidade (ANTONIASSI et al., 2009). Os animais que se recuperam da infecgao
aguda tornam-se portadores assintomaticos e atuam como reservatérios de
transmissao (BOCK et al., 2004).

Estudos epidemioldgicos pioneiros realizados por Mahoney e Ross (1972) na
Australia, levaram a classificagdo das areas de ocorréncia das babesioses bovinas
em areas de estabilidade ou de instabilidade endémica, dependendo, primariamente,

da dindmica da populagcdo dos carrapatos vetores. A estabilidade endémica é a
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situacao caracterizada por estado de equilibrio da infecgdo e ocorre em areas onde o
carrapato vetor é abundante e, assim, a transmissao do protozoario é frequente. Neste
cenario, a infeccdo dos animais jovens ocorre quando estes sao relativamente
resistentes aos sinais clinicos da doencga, e as infecgdes persistentes proporcionam
imunidade aos bovinos dando origem a um rebanho adulto protegido (ZINTL et al.,
2005). Nas areas de instabilidade endémica as condi¢des climaticas ndo permitem o
desenvolvimento das formas de vida livre dos carrapatos nas pastagens, de modo que
0s animais jovens nao se infectam por um prolongado periodo apds o nascimento.
Além disso, os animais adultos n&do sofrem infestagdes seguidas, o que diminui os
teores de anticorpos circulantes contra as babesias. Nessa situacido, a exposig¢ao a
carrapatos infectados podera dar origem a graves surtos de babesiose (WALL, 1996).

Em regides de estabilidade endémica a presenca de carrapatos nos animais do
rebanho €& desejavel, em niveis controlados para serem capazes de manter a
imunidade dos animais e amenizar perdas econdémicas causadas pela doenca
(FURLONG, 1993). No Brasil, o carrapato R. microplus € o unico vetor biolégico da B.
bovis e as condi¢des climaticas favorecem o desenvolvimento dos carrapatos vetores
ao longo de quase todos 0os meses do ano, assim a maior parte do territorio pode ser
classificada como de estabilidade endémica.

Métodos eficientes de diagndstico precisam ser implantados para monitorar a
prevaléncia da infe¢cdo por B. bovis nos animais do rebanho. O diagnéstico clinico &
pouco eficiente para inferir se o animal esta infectado por babesia dado que os sinais
clinicos podem ser confundidos com de outras doengas (KESSLER & SCHENK,
1998), além disso, em niveis baixos de parasitemia, ndo é possivel diagnosticar a
enfermidade por meio deste método. Apdés o diagndstico clinico, comumente é
realizado método de diagndstico por identificacdo dos protozoarios em esfregacos
sanguineos. Embora este teste seja pratico e de custo reduzido, ndo apresenta
sensibilidade suficiente para detecgédo dos parasitos quando empregado em animais
com infecgdes subclinica ou cronica (TERKAWI et al. 2011).

Quando ha baixa prevaléncia dos protozoarios, o diagndstico pode ser
realizado por meio de estudos soroldgicos, os quais sao importantes ferramentas para

determinar as condigdes epidemioldgicas em determinada regido, indicando se ha
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necessidade da adogdo de estratégias de controle para minimizar os efeitos da
doenca (MADRUGA et al., 2000). Dentre os estudos sorologicos, destaca-se o Ensaio
Imuno Enzimatico ELISA-teste, o qual foi considerado avangado na sensibilidade, na
especificidade, padronizagcdo e reprodutibilidade para a deteccdo de anticorpos
especificos contra os agentes da babesiose bovina (MACHADO et al., 1997).

Outra técnica de diagnostico que mostrou elevada sensibilidade e
especificidade, foi a aplicagdo dos testes baseados na Reacdo em Cadeia da
Polimerase (PCR). Entretanto, estes testes convencionais s6 permitem detectar de
forma qualitativa a parasitemia dos animais, nao indicando o nivel da parasitemia. A
técnica da Reacdo em Cadeia da Polimerase Quantitativo em Tempo Real (QPCR)
pode ser alternativa na superagdo dessas limitagdes. Esta técnica possibilita o
diagndstico das babesioses bovinas e a estimativa aproximada do nivel de
parasitemia pelo parasita nos animais, mediante a amplificacdo de uma sequéncia de
DNA especifica. Estes testes permitiram avaliar o nivel de parasitemia por Babesia
spp. em bovinos de diferentes grupos genéticos (BILHASSI et al., 2014), mostrando
que animais de ragas zebuinas e mesticos conseguem manter niveis menores de
infeccdo comparado com os taurinos.

Embora a técnica de qPCR para quantificacdo do nivel de parasitemia por
babesias tenha sido desenvolvida recentemente (BULING et al., 2007), ndo existem
muitos estudos avaliando esta caracteristica em zebuinos ou taurinos e, portanto, nao
se conhecem parametros populacionais ou genéticos. Também nao se conhece a
relacao dos niveis de parasitemia por B. bovis e os niveis de infestacao por carrapatos
nos mesmos animais, assim como a relagao com caracteristicas de crescimento. Esta
informacdo pode ser importante ndo apenas para estudos epidemiolégicos, mas

também para definir critérios e objetivos de selecéao.
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CAPITULO 2 - ESTUDO GENETICO DA ESPESSURA DO COURO E SUA
ASSOCIACAO COM CARACTERISTICA DE CRESCIMENTO POS
DESMAMA EM BOVINOS NELORE: ESTIMATIVAS DE
PARAMETROS GENETICOS

RESUMO - O objetivo deste estudo foi estimar os parametros genéticos das
caracteristicas espessura do couro (EC) e ganho de peso pds desmama (GPD550)
em bovinos da ragca Nelore. Foram utilizados registros de 152.392 animais Nelore,
nascidos entre as safras de 2001 a 2011. A medida da EC foi realizada com uso de
paquimetro de escala milimétrica na regido posterior a escapula do animal. Os grupos
contemporaneos (GC) foram formados com as variaveis propriedade, safra, sexo,
regime alimentar na desmama, data da desmama, regime alimentar aos 450 dias de
idade e data da pesagem aos 450 dias de idade. Os parametros genéticos foram
estimados por analise bayesiana com uso do programa GIBBS1F90. As médias
observadas para EC e GPD550 foram, respectivamente, 7,71 £ 2,04 mm e 115,95 +
36,17 kg. As estimativas a posteriori médias da herdabilidade (h?) das caracteristicas
EC e GPD550 foram 0,12 + 0,02 e 0,29 % 0,02, respectivamente. As estimativas a
posteriori médias das correlagdes fenotipica, genética e ambiental entre as
caracteristicas foram 0,16 + 0,00, 0,17 £ 0,02 e 0,17 = 0,09, respectivamente. As
caracteristicas EC e GDP550 apresentam variancia genética aditiva suficiente para
serem utilizada como critério de selecdo em programas de melhoramento genético. A
baixa correlagdo genética obtida indica que genes favoraveis a expressao de uma
caracteristica pode nao influenciar a outra, de forma que a selecdo que possa
favorecer EC sera pouco eficiente para aumentar GPD550.

Palavras-chave: espessura do couro, ganho de peso pés desmama, bovinos, analise
bayesiana, herdabilidade, correlagao
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Introducgao

As infestagdes por carrapatos representam um desafio para a bovinocultura de
corte nas regides tropicais e subtropicais, dado que promovem perdas econdmicas
consideraveis, devido as consequéncias das doencas transmitidas, ocasionando
ainda, limitagdo no ganho de peso e morte. No Brasil, as condi¢gdes climaticas
favoraveis possibilitam principalmente a ocorréncia do carrapato Rhipicephalus
microplus, que acomete os bovinos em todo o territorio nacional (GONZALES, 1993),
sendo consequentemente uma das principais causas de perda econdmica em bovinos
criados a pasto (PARIZI et al., 2009).

Segundo Mackinnon et al. (1991), pode ser verificada correlagdo genética
negativa do nivel de infestacdo de carrapatos com ganho pos desmama, assim,
animais altamente infestados representariam prejuizos a bovinocultura de corte. Em
estudo realizado por Frisch et al. (2000), a redu¢do anual no ganho de peso seria de
10 a 15 kg associada a carga parasitaria de 40 carrapatos/dia.

O melhoramento genético para resisténcia dos bovinos aos carrapatos pode
ser eficiente na diminuicdo do numero destes parasitas no corpo dos animais (FRISCH
et al., 2000; BUDELI et al. 2009). A raca dos bovinos tem grande influéncia no nivel
de infestacdo de carrapatos (WAMBURA et al., 1998), assim, a utilizagdo de animais
geneticamente resistentes é alternativa utilizada no controle dos carrapatos e na
reducao dos custos.

A magnitude da estimativa da herdabilidade para caracteristicas resisténcia aos
carrapatos sugere que o ganho por meio da selecéo pode ser obtido tdo rapidamente
quanto nas caracteristicas de crescimento (FRISCH et al., 2000). Entretanto, embora
a selecdo para aumento da resisténcia ao carrapato seja tecnicamente viavel em
virtude das estimativas de herdabilidade, a metodologia que baseia-se na contagem
de fémeas de carrapato em um dos lados do corpo dos bovinos (WHARTON &
UTECH, 1970) é processo trabalhoso e pouco utilizado em rebanhos comerciais. E
importante, portanto, buscar caracteristicas alternativas e eficientes que possam ser
utilizadas na selegéo de bovinos resistentes. E possivel que a espessura do couro

tenha influéncia na resisténcia do animal aos carrapatos e, assim, a relagcdo da
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espessura do couro com o ganho de peso, em bovinos de corte, deve ser estudada,
uma vez que bovinos mais infestados por carrapatos tendem a ganhar menos peso.

A espessura do couro € uma barreira fisica que dificulta a perfuragéo do couro
dos bovinos pelos carrapatos (CARRERA, 2013), desta forma, acredita-se que maior
protecdo do animal € dada com o aumento da espessura. Riek (1962) relatou que as
areas de maior fixagcao das larvas, no verao, foram areas de couro fino como flanco,
axila e barbela. Assim, areas do corpo do bovino com espessuras mais finas podem
ser areas de preferéncia para fixagao das larvas dos carrapatos.

Estudos disponibilizando a estimativa da herdabilidade da caracteristica
espessura do couro em bovinos ndo foram encontrados na literatura. Dado o
fundamento acerca da espessura do couro e a necessidade de conhecer os
parametros genéticos, assim como verificar a relagdo genética com outras
caracteristicas de interesse econdmico, foi realizado estudo com objetivo de estimar
os parametros genéticos das caracteristicas espessura do couro e ganho de peso pos

desmama em bovinos Nelore.

Material e métodos

Foram utilizadas, no estudo, registros de 152.392 animais Nelore, nascidos nas
safras de 2001 até 2011, com medidas de espessura do couro (EC) e ganho de peso
pos desmama (GPD550). O banco de dados foi proveniente do programa de
melhoramento genético Nelore Qualitas que utiliza sele¢cado de varias caracteristicas
simultaneamente, para isto, foi fundamentado indice de selecdo em que todos os
desempenhos esperados na progénie (DEP) foram padronizados pela divisao de cada
DEP pelo desvio padrao genético da caracteristica. No indice de selecdo do Nelore
Qualitas, sao considerados 20% da DEP para peso a desmama, 40% da DEP para
ganho de peso pés desmama, 20% da DEP para perimetro escrotal e 20% da DEP
para musculosidade ao sobreano. Os animais pertencentes ao Nelore Qualitas foram
criados em regime alimentar de pasto, em fazendas localizadas nos estados de Sao

Paulo, Goias, Mato Grosso, Mato Grosso do Sul, Tocantins e Rondénia. No conjunto
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de dados do programa tem medidas de pesagens desde a safra de 1994 e de medidas
de espessura de couro desde a safra de 2001.

A mensuragao da espessura do couro foi realizada com uso de paquimetro de
escala milimétrica na regido posterior a escapula logo apds o cupim do animal. A
medi¢cdo da EC dos animais foi realizada em idade proxima aos 450 dias. Segundo
Dowling (1995), o método mais utilizado e aceito para avaliar a EC é a mensuragéo
por meio da dobra de pele. A regidao posterior a escapula € o melhor local para
obtenc¢ao da medida nos bovinos por ser relativamente uniforme nessa area (TULLOH
et al., 1961). Os bovinos foram medidos com intuito de identificar e selecionar animais
com couro mais espesso, que sdo considerados pelo programa como animais mais
adaptados e resistentes aos carrapatos. O ganho de peso pés desmama foi calculado
por meio da diferenca entre peso padronizado aos 550 dias de idade e peso
padronizado aos 205 dias de idade.

As estatisticas descritivas das variaveis e estruturacdo dos arquivos de analise
foram realizadas por meio do programa Statistical Analysis System (SAS, 2010). O
procedimento GLM do programa SAS foi utilizado na definigdo dos efeitos nao
genéticos considerados no modelo estatistico empregado nas analises para
estimacgao dos parametros genéticos.

Os grupos contemporaneos (GC) foram definidos pelas variaveis propriedade,
safra, sexo, regime alimentar na desmama, data da desmama, regime alimentar aos
450 dias de idade e data da pesagem aos 450 dias de idade. Foram considerados
somente dados de animais com idade superior a 490 dias e inferior a 610 dias, ou
seja, foi mantida diferenga maxima de 120 dias entre os animais mais novos e 0s mais
velhos. Foram descartados GC pouco representativos, com menos de 10 animais,
menos de trés pais e registros de animais com pais desconhecidos. Apos esta primeira
consisténcia, foram desconsideradas medidas de animais com valores para as
caracteristicas acima ou abaixo de 3,5 desvios padrao da média dentro de GC. O
banco de dados resultante conteve registros de 27.936 animais, 477 pais, 18.128
maes e 998 grupos contemporaneos.
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Na formacgao do arquivo de pedigree, foi incluido o parentesco de animais com
observagbes fenotipicas das caracteristicas até seis geragdes de ascendentes. A
matriz de parentesco foi formada com 50.288 animais.

Inicialmente, a estimagao dos componentes de (co)variancias foi realizada em
abordagem frequentista, por meio de analises uni e bivariadas, com o intuito de obter
os valores iniciais a serem utilizados nas analises com inferéncia bayesiana, seguindo
recomendagdes de Kass et al. (1998) e Misztal (2008). Para as analises iniciais foi
utilizado o programa AIREMLF90 (MISZTAL, 2014a), que faz uso do algoritmo de
informacgéo (Al), desenvolvido por Gilmour et al. (1995) e Johnson e Thompson (1995),
que representa a média da matriz de informacgéo de Hessian e Fisher (FALCONER e
MACKAY, 1996).

Na estimagao dos componentes de (co)variancias sob abordagem bayesiana,
foi utilizado modelo multicaracteristica que incluiu as caracteristicas EC e GPD550. A
analise bayesiana foi realizada com uso do programa GIBBS1F90 (MISZTAL, 2014a)
para obter as estimativas a posteriori dos componentes de (co)variancias via
amostragem das distribuigdes condicionais por meio de algoritmo iterativo e que
permite a obtencdo das distribuigbes marginais a posteriori dos componentes
(RESENDE et al., 2012).

O modelo estatistico utilizado em notagao matricial foi:

y=XB+Za+e

em que: y € o vetor dos caracteres observados (EC, GPD550); § € o vetor dos
efeitos sistematicos; a é o vetor dos efeitos aleatdrios genéticos aditivos de animal; e
é o vetor dos efeitos aleatérios residuais; e Xe Zsdo as matrizes de incidéncia
relacionadas com os efeitos sistematicos e genéticos aditivos de animal,
respectivamente. Assumiu-se que os efeitos aleatorios genéticos aditivos de animal e
residuo eram independentes e que E[a] =0 e E[e] =0, assim, E[y] =XB, 62 =4 ®
Yaeo?=INQ® Y e, emque: Y aé amatrizde covariancias genéticas aditivas; Y e é
a matriz de covariancias residuais; A € a matriz de parentesco; I € a matriz identidade
de ordem apropriada; N € o numero de animais com registros; e ® denota o produto

direto entre as matrizes.
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As distribui¢cdes a priori dos efeitos considerados no modelo foram definidas no
programa. Para os efeitos sistematicos assumiu-se distribui¢ao a priori ndo informativa
com p(B) « constante. Para as varidncias genéticas e residuais dos efeitos aleatérios,
inclusive para as covariancias, foram especificadas distribuicdes Wishart invertidas
(VAN TASSEL e VAN VLECK, 1996). As distribuigdes iniciais Wishart invertidas para
os componentes de (co)variancia foram consideradas mutuamente independentes. As
distribuicbes condicionais a posteriori dos efeitos 8, a e e foram amostradas de
distribuicbes normais multivariadas.

Para a implementagdo da amostragem de Gibbs foi considerada cadeia unica
com comprimento de 1.100.000 ciclos e com periodo de descarte e intervalo amostral
de 100.000 e 20 ciclos, respectivamente. O periodo de descarte e o intervalo foram
estabelecidos empiricamente.

A convergéncia dos resultados pos-amostragem de Gibbs foi verificada por
meio de inspegao grafica, tamanho efetivo da cadeia e pelo teste proposto por Geweke
(1992). O diagndstico de convergéncia pelo tamanho efetivo da cadeia é baseado nas
meédias e variancias e nao tem utilidade em parametros que apresentam distribuicdes
a posteriori que diferem do Gaussiano (GELMAN et al., 2013). Como as densidades
marginais a posteriori de todos componentes de (co)variédncias se aproximaram da
normalidade, o diagndstico com base no tamanho efetivo da cadeia deve ser eficiente.
Segundo Misztal (2014b), componentes que apresentam tamanho efetivo acima de
10 podem ser considerados convergidos.

Para ambas as caracteristicas, as (co)variancias a posteriori foram usadas para
a estimacado das medidas de tendéncia central das herdabilidades e correlacbes a
posteriori, bem como na obtencdo dos desvios padrao a posteriori e intervalos de
maior densidade a posteriori a 95% (HPD 95%).

Resultados e discussao
Os valores dos coeficientes de variacdo observados para as caracteristicas EC

e GPD550 (Tabela 1) séo considerados de moderados a altos. Dessa forma, caso a

caracteristica EC seja alvo de selecao, tem-se animais com valores nos extremos, ou
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com couro fino ou grosso, a serem escolhidos para uso como reprodutores. Segundo
Carreira (2013), quanto mais espesso for o couro do animal mais dificil € 0 acesso dos
carrapatos ao sangue. Desta forma, espera-se que bovinos com medidas de EC altas
sejam mais resistentes aos carrapatos.

Para a caracteristica GPD550, valores similares ao observado para a meédia
foram mencionados na literatura em populagdes de bovinos da raga Nelore (BOLIGON
etal., 2011; LAUREANO et al., 2011).

Tabela 1. Estatisticas descritivas das caracteristicas espessura do couro (EC) e ganho
de peso pos desmama (GPD550) de bovinos Nelore.

Caracteristicas N° obs Média * DP Valores CV (%)
Min Max

EC, mm 17.940 7,71 +£2,04 4,0 14,0 26,50

GPD550, kg 26.993 115,95 + 36,17 8,0 227,0 31,19

Ne obs, numero de observagdes; DP, desvio padrdo; Min, valor minimo; Max, valor maximo; CV,
coeficiente de variagao.

Os tragos das estimativas a posteriori dos componentes genéticos (Figura 1) e
residuais (Figura 2) demonstram a convergéncia das cadeias. Isto foi verificado
(Figura 1) observando que as cadeias apresentam fase estacionaria, nao
necessitando de maior periodo de descarte amostral, e que as cadeias nao
apresentam a distribui¢cdo dos valores com grandes mudangas conforme a progresséo
dos ciclos. Os aspectos de estacionariedade da cadeia sao também verificados pelas
medidas de tendéncia central simétricas das estimativas dos componentes (Tabela 2),
verificado também pela visualizagdo das densidades marginais a posteriori.

O menor tamanho efetivo da cadeia (TEC) obtido no trabalho foi 98 ciclos,
referente a variancia genética aditiva e residual do GPD550 (Tabela 2). As estimativas
de TEC dos componentes de (co)varidncias indicam o numero de amostras
independentes com informacao equivalente aquelas contidas dentro da amostra
dependente (SORENSEN et al.,, 1995). Segundo Misztal (2014b), TEC minimo
esperado para atingir convergéncia deve ser de 10 amostras. Dessa forma, as
estimativas de TEC obtidas no presente trabalho indicam que a cadeia estipulada
(1.100.000 ciclos) foi suficiente para obter numero de TEC e convergéncia em todas

as estimativas obtidas dos componentes de (co)variancias.
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Conforme o teste proposto por Geweke (1992), ndo houve auséncia de
convergéncia do amostrador de Gibbs. Os valores apresentados na Tabela 2 foram
menores que 1, ou seja, a diferenca da primeira metade e ultima metade é menor que
1, indicando convergéncia das estimativas.

De acordo com os critérios utilizados para verificar a convergéncia da analise
realizada por Inferéncia bayesiana, os 100.000 ciclos do periodo de descarte e 20
ciclos de intervalo de amostragem considerados na implementagdo da amostragem
de Gibbs foram suficientes na obtencao de parametros de dispersdo acurados das
estimativas a posteriori das (co)variancias. Dessa forma, pode-se inferir que as
estimativas dos componentes obtidos representam as distribuicbes marginais a

posteriori dos componentes.
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Figura 1. Estimativas dos tracos e densidade a posteriori dos componentes de

variancia genética aditiva (va?) e covariancia aditiva (cova) das caracteristicas
espessura do couro (EC) e ganho de peso pos desmama (GPD550).
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Figura 2. Estimativas dos tracos e densidade a posteriori dos componentes de

variancia residual (ve?) e covariancia residual (cove) das caracteristicas
espessura do couro (EC) e ganho de peso pos desmama (GPD550).
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Tabela 2. Estatisticas descritivas das estimativas a posteriori dos componentes de
(co)variancias obtidas em analise bayesiana para a caracteristica espessura
do couro (EC) e ganho de peso pos desmama (GPD550) em bovinos Nelore

c?c";;f,"a’;;"ntg; de Média  Mediana Moda  HPD95%  TEC odnostico
c V2 0.16£0,03 016 016  011a021 406 20,02
v 1.180.02 119 118 1142123 403 0,03
v 117.06£925 117.00 11487 9911213500 98 0,02
GPD550
v 280.62+7.07 289,60 286,89 2;&839061 98 -0,02
cova  0.72£038 071 0650 -002a145 252 0.15
ECxGPDS550  C 0 3710031 310 305  248a371 222 0,14

HPD 95%, intervalo de maior densidade a posteriori a 95%; TEC, tamanho efetivo da
cadeia; va?, varidncia genética aditiva; ve?, variancia residual; cova, covariancia
genética aditiva; cove, covariancia residual.

As densidades marginais a posteriori das estimativas de herdabilidade das
caracteristicas EC e GPD550 (Figura 3) foram obtidas a partir dos valores das
densidades marginais a posteriori das variancias genéticas aditivas e residuais.
Conforme as amostras das densidades a posteriori das (co)variancias, as medidas de
tendéncia central como média, moda e mediana das densidades marginais posteriores
das estimativas de herdabilidade também apresentaram similaridade, demonstrando
simetria. Os procedimentos bayesianos fornecem estimativas mais precisas em
relagdo aquelas obtidas com uso de abordagem frequentista e tem como vantagem a
obtencao dos desvios padrao e intervalo de confiangca, bem como as densidades
marginais posteriores (RESENDE et al., 2012).

A estimativa a posteriori da média da herdabilidade obtida para EC foi 0,12 +
0,02. Estudos disponibilizando a estimativa da herdabilidade da caracteristica
espessura do couro em bovinos nao foram encontrados na literatura. Em ovinos, a
caracteristica tem importancia econdmica pelo fato de estar associada a diferencas
na producao de |a, e coeficientes de herdabilidade para a caracteristica foram obtidos
por Slee et al. (1991) e Gregory (1982) com valores de 0,35 e 0,22 a 0,79,
respectivamente. Portanto, considerando os resultados da estimativa de herdabilidade
descrita na literatura, para outra espécie, e o valor encontrado neste estudo, a
caracteristica espessura do couro apresenta variancia genética aditiva suficiente para

ser utilizada como critério de selecdo em programas de melhoramento genético
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animal. Ainda que, a estimativa a posteriori da média da herdabilidade da EC obtida
na populacdo estudada apresenta-se baixa, com possibilidade de ganho genético
lento, o uso como critério de selegao da EC, sugere obter beneficios e proporcionar
aumento do numero de animais com genaotipos desejaveis.

A estimativa a posteriori da herdabilidade obtida para GPD550 foi moderada
(0,29 £ 0,02), com regido de credibilidade de 0,25 a 0,33. A estimativa de
herdabilidade encontrada por Laureano et al. (2011), pelo método da maxima
verossimilhanca restrita, foi 0,23, valor inferior ao obtido neste estudo. Em analise
bayesiana, Van Melis et al. (2010) e Boligon et al. (2012) obtiveram estimativas de
herdabilidade de 0,25 e 0,30, respectivamente, para a caracteristica ganho de peso
pos desmama em bovinos Nelore, valores que se encontram dentro da amplitude
obtida neste trabalho. A estimativa a posteriori da herdabilidade obtida no trabalho
esta de acordo com estimativas de herdabilidade obtidas por outros autores em
populac¢des de animais Nelore e sugerem que o emprego da selegdo direta para esta

caracteristica deve resultar em progresso genético na populagao.
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Figura 3. Densidades marginais a posteriori das estimativas de herdabilidade (h?) das
caracteristicas espessura do couro (EC) e ganho de peso pdés desmama
(GPD550) em analise bayesiana bicaracteristica.
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A estimativa a posteriori média da correlagdo genética entre as caracteristicas
EC e GPD5500 foi baixa (Tabela 3), indicando que os genes favoraveis a expressao
de uma caracteristica podem nao influenciar a expressao da outra. Entretanto,
considerando o valor positivo, a selecdo para uma das caracteristicas nao ira
prejudicar o ganho genético na outra. Caso o objetivo seja obter ganho genético
simultdneo para ambas as caracteristicas, seria indicada a composicdo de um indice
de seleg¢ao ponderado, dando maior énfase no ganho de peso pds desmama.

A estimativa a posteriori média da correlagao fenotipica entre EC e GPD550 foi
0,16 £ 0,00, indicativo de baixa associacao das variaveis, sendo assim, animais com
maiores medidas de EC, em geral, ndo foram os animais que ganharam mais peso na
fase pés desmama. Quanto a correlagao ambiental, com valor médio obtido de 0,17
0,09, sugere que os desvios do meio que possivelmente influenciaram de forma
favoravel o ganho de peso tiveram pouca influéncia na espessura do couro.
Estimativas de correlacdo entre espessura do couro e caracteristicas ponderais sao
escassas na literatura, portanto, a realizagao de mais estudos analisando diferentes
conjuntos de dados seria interessante para fornecer parametros comparativos.

Geralmente, os fatores nao genéticos, que afetam o ganho de peso pés
desmama, estado ligados ao sexo do bezerro, ano e época de nascimento (SILVA et
al., 2004), rebanho e regime alimentar (SANTOS et al., 2012) além de bom manejo
nutricional e sanidade do rebanho. Com base nos resultados obtidos de correlagao
ambiental entre EC e GPD550, os fatores nao aditivos que influenciam o GPD550 nao
devem afetar a espessura do couro, indicando que possivelmente as diferencas da
EC entre os animais ndo sejam afetadas no periodo pés desmama.

O escopo deste trabalho foi estimar parametros genéticos da espessura do
couro tendo em vista a falta de estudos descrevendo seus componentes de variancia,
e verificar a associagdo genética, ambiental e fenotipica com a caracteristica ganho
de peso pds desmama, a qual possui interesse econémico para a bovinocultura de
corte. Considerando os alicerces cientificos anteriores averiguando a associagao
objetiva da espessura do couro com a resisténcia aos carrapatos, torna-se necessario
decidir se a caracteristica deve ser considerada como critério de selecdo em

programas de melhoramento animal de forma a contribuir positivamente com indices
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produtivos do rebanho, entretanto cabe ressaltar que n&o houve, neste trabalho, forte

correlagao genética entre espessura do couro e ganho de peso pés desmama.

Tabela 3. Estatistica descritiva das estimativas a posteriori dos parametros genéticos
obtidos para as caracteristicas espessura do couro (EC) e ganho de peso
pos desmama (GPDS550), de animais Nelore, em analise bayesiana
bicaracteristica.

Parametros Média Mediana Moda HPD 95%

EC h2 0,12+0,02 0,12 0,13 0,09a0,16
GPD550 0,29+0,02 0,29 0,29 0,25a 0,33
ra 0,17%0,09 0,17 0,24 0,00 a 0,34

ECxGPD550 le 0,17%0,02 0,17 0,14 0,13a 0,20
i 0,16%0,00 0,16 0,17 0,14 a 0,18

HPD 95%; intervalo de maior densidade a posteriori a 95%; h?, estimativa a posteriori
da herdabilidade; ra, estimativa a posteriori da correlagdo genética; re, estimativa a
posteriori a correlagdo ambiental; rr, estimativa a posteriori da correlagédo fenotipica,
respectivamente.

Conclusoes

As estimativas a posteriori médias da herdabilidade das caracteristicas
espessura do couro e ganho de peso pés desmama, obtida na populagdo em estudo,
indicam possibilidade de obtengdo de ganho genético nas caracteristicas em longo
prazo.

A baixa correlagdo genética obtida entre espessura do couro e ganho de peso
pos desmama indica que a selegao utilizando como critério a espessura do couro sera
pouco eficiente em obter progresso na caracteristica ganho de peso pés desmama,
sugerindo que o uso da espessura do couro como critério de selegdo nao deve

contribuir com aumento dos indices produtivos em rebanhos de bovinos de corte.
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CAPITULO 3 - ESTUDO DA ESPESSURA DO COURO, RESISTENCIA AO
CARRAPATO Rhipicephalus microplus E NIVEL DE
PARASITEMIA POR Babesia bovis EM NOVILHAS CARACU E
NELORE

RESUMO - Conhecer a associagado da resisténcia dos bovinos ao carrapato
com o nivel de parasitemia por Babesia bovis e com espessura do couro pode ser
importante n&do apenas para estudos epidemiologicos, mas também para definir
objetivos e critérios de selecdo. Dessa forma, o estudo teve como objetivo verificar
associagdes de espessura do couro, resisténcia aos carrapatos Rhipicephalus
microplus e nivel de parasitemia por B. bovis em fémeas Caracu e Nelore infestadas
artificialmente. Foram utilizadas 20 novilhas Nelore e 20 novilhas Caracu, com idades
préoximas aos 450 dias, provenientes do Centro APTA Bovinos de Corte do Instituto
de Zootecnia, Sdo Paulo, as quais foram submetidas a trés infestacdes artificiais de
carrapatos, em intervalos de 14 dias. A medida de espessura do couro (EC) foi
realizada na regidao posterior a escapula dos animais com uso de paquimetro. As
contagens de fémeas de carrapatos foram realizadas no intervalo entre o 19° e 23°
dia apdés a infestagdo, que correspondem aos dias modais para teledgina,
considerando apenas o lado esquerdo de cada animal e fémeas ingurgitadas com
tamanho maior do que 4,5 mm (fémeas padrao). Colheitas de sangue foram realizadas
no 1°, 7°, 21°, 35° e 49° dia do experimento. A extracdo do DNA das amostras de
sangue foi utilizada na quantificagdo do numero de copias (NC) de B. bovis, por meio
de reagdes de PCR quantitativo (qPCR), para avaliar o nivel de parasitemia nos
animais. As variaveis contagens totais de carrapatos (CTC), porcentagens de retorno
(PR) e NC foram analisadas pelo procedimento MIXED do programa SAS. Os valores
observados para as racas Caracu e Nelore foram, respectivamente, 1,83 + 0,37 ¢ 0,63
+ 0,40 para log1o(n+1) da CTC, 1,10 + 0,23 € 0,47 + 0,23 para PR2% ¢ 2,29 + 0,64 e
2,32 + 0,58 para log1o(n+1) do NC. O efeito do grupo de espessura do couro (GEC)
nao foi significativo para as variaveis estudadas. O grupo genético Nelore apresentou
menor quantidade de carrapatos, apesar disto, com base na taxa de mortalidade,
ambas as racas devem ser consideradas resistentes aos carrapatos. A caracteristica
espessura nao influenciou na resisténcia dos bovinos aos carrapatos. De acordo com
as quantificagdes do numero de copias do DNA de B. bovis ambos os grupos
genéticos foram eficientes no controle da parasitemia por B. bovis.

Palavras-chave: bovinos, infestagdo artificial, R. microplus, B. bovis, gqPCR,
espessura do couro.
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Introducgao

No Brasil, o carrapato Rhipicephalus microplus € o vetor biolégico dos
protozoarios hemoparasitas Babesia bovis e Babesia bigemina (GRISI et al. 2002),
entre os quais B. bovis € o mais patogénico (BENAVIDES e SACCO, 2007). A
multiplicagdo acentuada da B. bovis nas hemacias dos capilares viscerais leva a
hemolise e a liberagao dos parasitas e restos celulares na circulagao sanguinea. Os
sinais clinicos causados pela enfermidade, em situagado aguda, resultam em febre,
depressao e hemoglobinuria, acompanhados de anemia, diarreia, fadiga muscular,
convulsdes e coma (JONSSON et al., 2008).

Estudos epidemiolégicos pioneiros realizados por Mahoney e Ross (1972) na
Australia, levaram a classificagdo das areas de ocorréncia das babesioses bovinas
em areas de estabilidade ou de instabilidade endémica, dependendo, primariamente,
da dindmica da populagcdo dos carrapatos vetores. A estabilidade endémica é a
situacao caracterizada por estado de equilibrio da infec¢ao e ocorre em areas onde o
carrapato vetor € abundante e, assim, a transmissao do protozoario é frequente. Neste
cenario, a infeccao dos animais jovens ocorre quando estes sdo relativamente
resistentes aos sinais clinicos da doenca, e as infeccdes persistentes proporcionam
imunidade aos bovinos dando origem a um rebanho adulto protegido (ZINTL et al.,
2005). Nas areas de instabilidade endémica, durante parte do ano, as condi¢des
climaticas ndo permitem o desenvolvimento das formas de vida livre dos carrapatos
nas pastagens, de modo que os animais jovens nao se infectam por um prolongado
periodo apds o nascimento. Além disso, os animais adultos ndo sofrem infestacbes
seguidas, o que diminui os teores de anticorpos circulantes contra as babesias. Nessa
situagao, a exposicao a carrapatos infectados podera dar origem a graves surtos de
babesiose (WALL, 1996).

No Brasil, como as condi¢des climaticas favorecem o desenvolvimento dos
carrapatos vetores, ao longo de quase todos os meses do ano, a maior parte do
territério pode ser classificada como de estabilidade endémica. Em regides de

estabilidade endémica, a presencga de carrapatos nos animais do rebanho é desejavel,
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em niveis controlados para serem capazes de manter a imunidade dos animais e
amenizar perdas econdmicas causadas pela doenga (FURLONG, 1993).

Varios estudos tém mostrado que a resisténcia genética do hospedeiro a
diversos parasitas pode ser usada como método de controle efetivo. Com relagao a
Babesia spp. tém sido verificadas diferengas entre ragas zebuinas e taurinas (BOCK
et al.,1997; JONSSON et al., 2008; BILHASSI et al., 2013). Portanto, racas mais
resistentes podem ser alternativas para o controle das infestagdes por carrapatos e
infeccbes por Babesia spp. em areas endémicas. Métodos eficientes de diagndstico
das babesioses devem ser utilizados em estudos epidemioldgicos, que monitoram a
prevaléncia da infegdo nos rebanhos e ajudam na escolha de alternativas de controle
mais efetivas.

A técnica da Reacdo em Cadeia da Polimerase em Tempo Real Quantitativa
(qPCR) tem apresentado grande utilidade no diagndstico de Babesia spp. em bovinos
(BULLING et al, 2007; BILHASSI et al.,, 2013). Esta técnica apresenta alta
sensibilidade para o diagndstico de B. bovis e possibilita obter estimativa aproximada
do nivel de parasitemia nos animais (BULLING et al., 2007), mediante a amplificacéo
de uma sequéncia alvo de DNA. Entretanto, a técnica de qPCR para quantificacéo do
nivel de parasitemia por B. bovis, descrita pelos autores citados acima, é recente, de
modo que ainda ndo existem muitos estudos que usem essa técnica para quantificar
o nivel de parasitemia em bovinos zebuinos ou taurinos e, portanto, ndo se conhecem
parametros populacionais ou genéticos.

Com relacao aos carrapatos, também é amplamente conhecida a resisténcia
dos animais Bos indicus a este parasita, e o fato de que o aumento da proporgcao de
B. taurus aumenta a suscetibilidade do rebanho (VILLARES, 1941; BONSMA, 1944;
UTECH et al., 1978; UTECH e WHARTON, 1982; LEMOS et al., 1985; OLIVEIRA e
ALENCAR, 1987; OLIVEIRA et al., 1989; OLIVEIRA e ALENCAR, 1990; SILVA et al.
2007; BIANCHIN et al., 2007; OLIVEIRA et al., 2013). Apesar de existirem diferengas
entre individuos de racas diferentes e dentro de ragas para a resisténcia ao R.
microplus (UTECH et al.,, 1978), os mecanismos de resisténcia dos bovinos aos

carrapatos sao complexos e ainda ndo foram inteiramente compreendidos.
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A resisténcia dos bovinos aos carrapatos pode ser influenciada por varios
fatores, incluindo o comportamento de auto-limpeza (CASTRO, 1985), o aumento de
eosindfilos, basofilos e mastocitos (CASTRO e NEWSON, 1993), a presencga de
padrdes especificos de imunoglobulinas (KASHINO et al., 2005), células T (PIPER et
al., 2010), de genes relacionados a expressdo de queratinas e lipocalinas
(KONGSUWAN et al., 2010) e caracteristicas do pelame (IBELLI et al., 2012), entre
outros. Como o couro dos animais € um dos habitats do carrapato, algumas de suas
caracteristicas podem propiciar condigbes mais ou menos favoraveis para a fixagao e
desenvolvimento das larvas.

Bonsma (1949) relatou que o couro e suas caracteristicas (pigmentacgao,
espessura, glandulas sudoriparas e sebaceas, espessura do pélo, cor do pélo, etc.)
sao atributos adaptativos importantes dos bovinos nas regides tropicais e subtropicais.
O couro seria um dos fatores responsaveis pela tolerancia dos bovinos as altas
temperaturas e aos carrapatos. Riek (1962) relatou que areas de maior fixagado das
larvas, no verao, foram as areas de couro fino, como flanco, axila e barbela, sugerindo
que couro fino podem ser areas de preferéncia para fixagao das larvas. Entretanto,
Wilkinson (1962) e Riek (1962) estudando animais B. taurus e B. taurus e seus
cruzamentos, respectivamente, ndo encontraram correlagdo significativa entre
espessura do couro e grau de resisténcia aos carrapatos.

Embora exista evidéncia da associagcdo da espessura do couro com a
resisténcia aos carrapatos, os estudos sdo escassos na literatura. Conhecer a
associagao da resisténcia ao carrapato com o nivel de parasitemia por B. bovis, assim
como verificar a influéncia da espessura do couro na resisténcia dos bovinos aos
carrapatos e a babesia pode ser importante ndo apenas para estudos
epidemioldgicos, mas também para definir objetivos e critérios de selecdo. Dessa
forma, o estudo teve como objetivo verificar as associagbes entre espessura do couro,
resisténcia aos carrapatos R. microplus e nivel de parasitemia por B. Bovis em fémeas

das ragas Nelore e Caracu infestadas artificialmente com carrapatos.
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Material e métodos

Animais

Foram utilizadas novilhas da raca Nelore e da raga Caracu, nascidas em 2011.
A colheita de dados foi conduzida no periodo de margo a agosto de 2013, no Centro
Avangado de Pesquisa Tecnoldgica dos Agronegdécios (CAPTA) - Bovinos de Corte,
unidade do Instituto de Zootecnia em Sertdozinho - SP. A fazenda esta situada a
21°10’ de latitude sul e 48°5’ de longitude oeste, em regidao de clima tropical umido,
com temperatura média anual de 24°C e precipitacdo média anual de 1.312 mm,
condi¢cbes que favorecem a ocorréncia do carrapato R. microplus em todos os meses
do ano (KUTLER, 1981).

Foram consideradas 120 fémeas Nelore e 50 fémeas Caracu a partir das quais
foram escolhidos 20 animais de cada raga para composigdo dos grupos amostrais. A
escolha dos animais foi realizada considerando a espessura do couro, a idade e o
peso. Dessa forma, foram escolhidas 10 novilhas com os menores valores de
espessura do couro e 10 novilhas com os maiores valores de espessura do couro. A
média e o desvio padrao da espessura do couro das novilhas Nelore escolhidas foram
11,73 = 2,53 mm, com valores minimo e maximo de 7,63 mm e 15,60 mm,
respectivamente. A média e o desvio padrao da espessura do couro das novilhas
Caracu escolhidas foram 13,77 + 2,26 mm, com valores minimo € maximo de 10,10
mm e 18,80 mm, respectivamente. Os animais tiveram peso inicial entre 300 kg e 400
kg e idades proximas aos 450 dias no inicio do experimento.

As novilhas foram manejadas em piquete separado dos demais animais, em
condi¢cdes normais de pastejo e agua, além de proximidade ao retiro, possibilitando o
monitoramento diario. As condi¢gdes de manejo foram apropriadas para preservar o

bem estar animal.

Espessura do couro
A medida da espessura do couro (EC) foi realizada com uso de paquimetro na
regido posterior a escapula do animal. O método utilizado e aceito na avaliagdo da

espessura do couro € a mensuragao por meio da dobra de pele (DOWLING, 1955). A
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regido posterior a escapula do animal foi documentada como a melhor localizag&o
para obter a medida da EC, pois a EC é relativamente uniforme nesta area
(WESONGA et al., 2006).

Infestacdo artificial e contagem de carrapatos R. microplus

Durante o experimento, todas as novilhas foram infestadas artificialmente com
larvas infestantes de R. microplus e permaneceram em pastejo no mesmo piquete. As
larvas infestantes foram obtidas de fémeas ingurgitadas, de animais de uma
propriedade préxima a cidade de Avaré. Elas foram colhidas e transportadas para
incubagdo no Laboratério de Sanidade Animal (LSA) do Centro de Pesquisa de
Pecuaria do Sudeste - EMBRAPA, localizado no municipio de Sao Carlos, SP.

As fémeas de carrapato foram lavadas e cuidadosamente secadas com papel
absorvente. Posteriormente, foram colocadas em placas de Petri estéreis e mantidas
em incubadoras BOD a 27+1°C e umidade relativa de 80% para a ovipostura, por
periodo aproximado de 18 dias. Os ovos originarios das fémeas foram pesados em
por¢des de um grama, contendo aproximadamente 20.000 ovos (GONZALES, 1993),
e colocados em seringas de 20 ml. Para este procedimento, as pontas das seringas
foram cortadas com estilete de forma a permitir a inser¢cdo do conteudo e,
posteriormente, foram vedadas com algodao. As seringas com ovos foram incubadas
novamente em BOD, na mesma temperatura e condicbes de umidade descritas
acima, até a eclosao das larvas, que ocorreu aproximadamente em 14 dias.

Para as infestacoes artificiais realizadas a campo, foram escolhidas somente
seringas que apresentaram massas de ovos com taxas de eclosdo acima de 90%,
conferidas por inspec¢ao visual. Os animais foram levados ao tronco de contengao e
infestados com todo o conteudo das seringas na regiao dorsal. Foram realizadas trés
infestagdes artificiais em intervalos de 14 dias, usando larvas com idade entre 15 e 21
dias.

Apo6s cada infestagao, foram realizadas contagens dos carrapatos no intervalo
do 19° ao 23° dia apds a infestagdo, que correspondem aos dias modais para
teledgina. As contagens foram usadas para avaliar o nivel de infestacdo em cada

animal. Nas contagens, foram consideradas apenas fémeas ingurgitadas com
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tamanho maior do que 4,5 mm (fémeas padrado), presentes no lado esquerdo de cada

animal.

Colheita de sangue e extragdo do DNA

Foram realizadas colheitas de amostras de sangue da veia jugular de cada
animal com uso tubo a vacuo contendo solugdo anticoagulante EDTA (acido
etilenodiaminotetra-acético tripotassico). As colheitas de sangue foram realizadas no
10, 7°, 21°, 35° e 49° dia do experimento, totalizando cinco amostras de sangue por
animal.

A extragdo do DNA foi realizada no LSA- EMBRAPA, com uso do Kit ilustra
blood genomicPrep Mini Spin (GE Healthcare®), seguindo o protocolo do fabricante.
Foi adotado o protocolo de extragdo do DNA genémico padronizado para conteudo de

sangue de 50-300 pL, sendo utilizando volume de 300 uL de sangue.

Reacdes de gPCR

A técnica de qPCR foi empregada para a quantificacdo de B. bovis nas
amostras de DNA extraidos, usando os “primers” especificos cbosg-1: 5°-
TGTTCCTGGAAGCGTTGATTC-3" e cbosg-2: 5'-AGCGTGAAAATAACGCATTGC-3’
(BULLING et al., 2007), os quais amplificam um fragmento de 88 pares de bases
correspondente ao gene mitocondrial do citocromo B de B. bovis (SALEM et al., 1999;
BULING et al., 2007). O reagente utilizado nas reagdes de qPCR foi o Kit SsoFastTM
EvaGreen® Supermix (Bio-Rad®), e foram utilizados tubos brancos em tiras (Low-
Profile 0,2 ml 8-Tube Strips without Caps) e tampas 6éticas (Optical Flat 8-Cap Strips).
A escolha pelo corante EvaGreen foi devido a sua alta especificidade na deteccao de
amplificagdo de amostras em gPCR (WANG et al., 2006).

As quantificagdes foram processadas no equipamento CFX™ Real-Time PCR
Detection Systems da Bio-Rad®. Foi utilizado o método de quantificagdo absoluta, e
cada ensaio de qPCR continha uma curva padrao que foi padronizada a partir de
amostras de um isolado de B. bovis, fornecidos pelo Departamento de Patologia
Animal da Unesp/FCAV de Jaboticabal. Os ciclos adotados nas reagdes de

padronizagao foram os sugeridos pelo fabricante do reagente (Tabela 1).
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Tabela 1. Ciclos adotados nas reacdes de qPCR.

Etapa Numero de Ciclos Temperatura (°C) Tempo (segundos)
Ativagcao Enzimatica 1 95 120
Desnaturacao 95 5
Anelamento/Extenséo ¥ 57 30
Curva de Dissociagao 1 65-95 (incremento de 0,5°C) 5/passo

O tempo de cinco segundos sugerido pelo fabricante, na etapa de
anelamento/extensdo, ndo foi suficiente para a amplificacdo ocorrer até a fase de
platd, para isso o tempo foi aumentado para trinta segundos. Além disso, o volume
final de cada reacao foi modificado para 12 uL, enquanto o kit sugeria uma reacao
com um volume final de 20 pL. A reacado de um volume final de 12 pL foi formada com
os seguintes reagentes: 5,0uL do reagente SsoFast™ EvaGreen® Supermix; 0,3uL de
cada “primer” (cbosg-1 e cbosg-2); 4,4uL de agua ultra pura e 2,0 yL de solugédo de

DNA gendmico que foi extraido a partir das amostras de sangue de cada animal.

Célculo da eficiéncia da reacéo (E) dos ensaios de qPCR

Para avaliar a eficiéncia de cada reag¢do, uma curva padrao para cada reagao
foi gerada utilizando diluicdes seriadas de amostra clonada de isolados de B. bovis
(88pb), e em seguida, foi gravada a eficiéncia para a subsequente analise da
quantificacdo do DNA. O caélculo da eficiéncia da reagao (E), descrito por Pfaffl (2001)
e Vandesompele et al. (2002), estima o quanto do DNA alvo foi produzido em cada
ciclo da reagdo. O software do equipamento CFX™96 da BioRad calcula

automaticamente a eficiéncia da reagao, sendo obtida da seguinte forma:
E = 10(_1/Slope)

em que: Slope é a inclinagao da linha derivada da curva padréo.
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A conversdo matematica do valor E para porcentagem foi pela seguinte

formula:

%E = (E—-1)%100

Os resultados foram analisados com base no valor do ciclo quantitativo (Cg),
definido apds o término de cada reacdo. Cq € o ciclo em que o sinal de amplificagao
exponencial atinge intensidade de fluorescéncia superior ao limiar de detecg¢do
(threshold). O momento em que o Cq € ultrapassado esta diretamente relacionado a
quantidade de DNA amplificado (MORTARINO et al., 2004), dessa forma, possibilita
analisar de forma quantitativa a taxa de infecgao por B. bovis.

Para todos os ensaios de gPCR, a linha threshold foi ajustada para um mesmo
valor, pois esta linha determina o ponto exato do Cq de cada amostra e dos valores
da curva de calibragdo, possibilitando a estimativa do nivel de parasitemia nos
animais. Para a construgdo da curva de calibragdo foi realizada a clonagem dos
“amplicons” purificados de B. bovis no laboratério de Genética Animal da Embrapa
Suinos e Aves, localizado em Concodrdia. Na clonagem foi o utilizado kit pPGEM®-T
Easy Vector Systems (Promega), com uso da enzima de restricao ECOR1, seguindo
as instrugdes do fabricante.

Apos a clonagem, as amostras foram purificadas e sequenciadas no
equipamento Amplie Bi systems/HITACHI ABI Prisma® 3130XL Avant Genetic
Analyzer, usando o kit BigDye® terminator v.3.1. As sequéncias obtidas na clonagem
foram comparadas com as sequéncias presentes no banco de dados de sequéncia —
GeneBank (http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi) e apresentaram 100% de

identidade com sequéncia de DNA mitocondrial de B. bovis.

Numero de copias de moléculas de DNA de B. bovis
O valor do numero de copias (NC) foi utilizado para calcular os valores de
quantidade inicial de DNA de B. bovis em cada amostra no software do equipamento

da BioRad. O NC foi calculado seguindo a formula descrita por Ke et al. (2006):


http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
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6,022 x 1023 <M> x Concentracio (i)
mol mol

Numero de copias /2puL = 5
Massa Molecular (ﬁ)

em que, 6,022x102% é o nimero de Avogadro e Massa Molecular é o peso molecular
meédio da molécula do nucleotideo fita dupla (330x2) multiplicado pelo tamanho do
fragmento clonado (vetor e inserto, 3088 pb). Para calcular o NC do produto clonado
(numero de copias/2L), a concentragado determinada em espectrofotdbmetro em ng/uL
foi convertida para g/uL (x 10°), e em seguida, multiplicada por 102 que foi a
concentracao inicial usada na primeira diluicdo da curva de calibracdo do produto

clonado e, no final, multiplicado por 2,0 que € o volume da amostra de DNA aplicada
(ML)

Andlises estatisticas

Para analise estatistica dos dados, as variaveis contagens totais de carrapatos
(CTC) e NC do DNA alvo da B. bovis foram transformados em log10 (n+1). Para CTC,
conforme proposto por Oliveira e Alencar (1987), a variavel porcentagens de retorno
(PRj) foi transformada em PR;%2°. As variaveis CTC, NC e PR; foram transformadas
visando aproximar a distribuicdo dos dados a distribuicdo normal.

A variavel porcentagens de retorno (PRjj), que é a porcentagem de carrapatos
contados em um lado do corpo (esquerdo) em relagao ao total de larvas utilizadas na
infestagdo, foi calculada pela féormula PRj=400 Ci/20.000, em que: 400 resulta da
multiplicagdo de 100 (porcentagem) por 2 (sexo do carrapato, macho e fémea) por 2
(dois) lados do animal (direito e esquerdo), i = € o animal, j € o numero de infestagéo
(j=1,...,3), 20.000 € o numero de larvas de carrapato usado em cada infestagao e Cij
€ a soma do numero de carrapatos contados no animal i, nos cincos dias contados
(19° ao 23° dia apés a infestagao j).

Os dados de CTC, PRj e NC foram analisados, considerando medidas
repetidas, por meio do procedimento MIXED do programa SAS (2010). Conforme
Littell et al. (1998), para todas as variaveis, foram testados modelos mistos com as

seqguintes estruturas: estrutura de matriz de covariancias autoregressiva de ordem 1
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(AR(1)), incluindo o efeito aleatorio de animal, estrutura de matriz de covariancias
simetria composta (CS) e estrutura de matriz de covariéncias nao estruturada (UN).
Modelos que apresentaram menor valor de BIC foram selecionados para a analise
dos dados. Esta métrica foi utilizada por considerar a penalizagdo pelo numero de
parametros, uma vez que o valor de BIC varia de acordo com a estrutura utilizada.
Além disso, foi estimado o coeficiente de repetibilidade da variavel por meio da
correlagao intraclasse entre as medidas do mesmo animal, como sendo o componente
de variancia de animal dividido pela variancia fenotipica (residual + animal), obtidos
em modelos com uso da estrutura CS.

Para analises das variaveis CTC e PRjj foi utilizado modelo com os efeitos fixos
de grupo genético (GG), grupo com relagao a espessura do couro (GEC), infestacéo
(IN) e suas interagdes. Na matriz de covariancias foi utilizada estrutura do tipo CS.
Os dados de NC foram analisados com modelo considerando como efeitos fixos grupo
genético (GG), grupo com relagdo a espessura do couro (GEC), dia da colheita (DIA)
e suas interagdes, e, como aleatério, o efeito de animal. Para a analise do NC, foi
utilizada matriz de covariancias AR(1).

O grupo genético foi definido com novilhas das diferentes ragas, Nelore e
Caracu, e o grupo de espessura do couro foi definido como couro fino ou couro grosso,
sendo que animais com espessura do couro menor que 12 mm e 14 mm,
respectivamente, para Nelore e Caracu, foram agrupados na classe de couro fino, e
animais com espessura superior a estes valores foram classificados como couro
grosso. Foram considerados valores de 1 a 3 para infestagcdo e de 1 a 5 para dia da
colheita de sangue.

Comparagdes de médias foram realizadas pelo teste de Tukey-Kramer (p<0,05)
para verificar as diferengcas entre grupo genético e grupo de espessura de couro.
Foram também estimadas as correlagdes fenotipicas das variaveis estudadas,
utilizando-se o procedimento CORR do programa estatistico SAS (SAS, 2001),
considerando resultados de CTC da primeira a terceira infestagdo e somente
resultados de NC do terceiro, quarto e quinto dia de colheita de sangue, por se

referirem as medidas tomadas no mesmo tempo.
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Resultados e Discussao

Contagens de carrapatos R. microplus

Por meio dos resultados obtidos nos modelos foram verificados que, para a
variavel CTC transformada em log10(n+1), os efeitos de grupo genético, infestagéo e
a interacdo grupo genético com infestagdo foram significativos (p<0,05) (Tabela 2).
Como a interagao foi significativa, deve-se avaliar as médias dos grupos genéticos em
cada infestacdo e médias de infestagdo em cada grupo genético. Para a variavel
PR(©:2%) apenas os efeitos de grupo genético e infestagéo foram significativos (p<0,05)
(Tabela 2). A raga Nelore demonstrou menor carga parasitaria em todas as contagens
€ maior capacidade de eliminar as larvas infestantes comparada a raca Caracu.

As médias gerais do numero de carrapatos infestantes nos animais das racas
Caracu e Nelore foram, respectivamente, 91,3 e 5,5. Ibelli et al. (2012) realizaram
infestacdes artificiais para estudar a resisténcia de animais Nelore, Nelore x Senepol
e Nelore x Angus e as médias observadas para dados ndo transformados foram,
respectivamente, 1,71, 1,91 e 11,37, e as médias do Nelore e Nelore x Senepol
diferiram estatisticamente (p<0,05) do Nelore x Angus. Silva et al. (2010) estudaram
infestagdo natural de carrapatos em fémeas de diferentes grupos, e verificaram a
superioridade de animais Nelore, com média observada para contagem de carrapatos
transformada de 0,65, que foi significativamente menor (p<0,05) quando comparado
aos resultados obtidos em bovinos mesticos Canchim x Nelore, Angus x Nelore e
Simental x Nelore. Os resultados obtidos no presente estudo estdo de acordo com
Silva et al. (2010), uma vez que a quantidade de carrapatos presente em bovinos
Nelore € menor em relacdo a quantidade observada em animais de composi¢cao
genética que inclui ragas de bovinos de origem européia.

Os valores de contagens totais de carrapatos, de infestagbes naturais,
observados por Oliveira et al. (2013) também foram menores em animais Nelore que
em produtos finais 2 Angus + %2 Canchim + % Nelore. Com base em dados
observados em infestagdes naturais e artificiais, a raca Nelore pode ser considerada
mais resistente aos carrapatos do que animais com algum grau de composigao racial
de animais europeus (OLIVEIRA e ALENCAR, 1987; SILVA et al., 2010; OLIVEIRA et
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al.,, 2013), e, em alguns casos, os mesticos de Nelore x B. taurus apresentam
semelhancga aos animais Nelore (IBELLI et al. (2012). Ibelli et al. (2012) sugerem que
estes indices podem indicar que a resisténcia ao carrapato seja uma caracteristica
dominante, fazendo com que os animais cruzados tenham fenétipo semelhante ao do
parental mais resistente. Dessa forma, maior resisténcia ao carrapato deve ser
influenciada pela propor¢gdo da composicdo racial zebu, afetando diretamente na

quantidade de carrapatos presentes nos animais.

Tabela 2. Médias gerais e por infestacdo e erros-padrao de dados transformados da
contagens totais de carrapatos (CTC) e da porcentagens de retorno (PR) em
novilhas Caracu e Nelore submetidas a infestagao artificial de carrapatos.

CTC
Grupo genético’ Infestagdo’-2 Média geral
1 2 3
CA 1,76+0,39A 1,83+0,35A 1,89+0,38A 1,83+0,37A
NE 0,47+0,45Ba 0,57+0,30Ba 0,86+0,34Bb 0,63+0,39B
Média geral 1,110,77 1,1940,71 1,37+0,63
PR
Grupo genético’ Infestagio? Média geral
1 2 3
CA 1,05+0,24 1,09+0,21 1,1410,25 1,10+0,23A
NE 0,37+0,28 0,47+0,15 0,59+0,18 0,47+0,23B
Média geral 0,71+0,43a 0,78+0,36a 0,86+0,35b

CA, Caracu; NE, Nelore. "Médias seguidas de letras mailsculas iguais na mesma coluna nao diferem
entre si (p<0,05). 2Médias seguidas de letras minusculas iguais na mesma linha nio diferem entre si
(p<0,05).

Foram verificadas diferengas significativas (p<0,05) para CTC de acordo com
o numero da infestacdo apenas na ragca Nelore, no entanto pode ser observado
progressivo aumento do numero de carrapatos a cada infestacdo nas duas racas
(Tabela 2). Ibelli et al. (2012) e Silva et al. (2010) também verificaram esse aumento
no numero de fémeas padrao contadas nos animais com o avanco das infestacdes
artificiais. Os autores inferiram que a quantidade de fémeas desprendidas dos animais
aumentou de maneira significativa (p<0,05) as larvas infestantes nas pastagens, o que

pode ter ocasionado o aumento nas contagens. No presente experimento, os animais
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permaneceram durante todo o periodo experimental no mesmo piquete, indicando
ocorréncia idéntica ao descrito pelos autores.

Os resultados obtidos em trés infestagcbes artificiais indicam que o grupo
genético Nelore apresentou significativamente (p<0,05) menor numero de carrapatos
R. microplus quando comparado aos bovinos da raga Caracu, que sao animais B.
taurus (Tabela 2). Sabe-se que as estratégias de controle de carrapatos nos animais
dos diferentes grupos genéticos devem ser diferenciadas. Rebanhos da raga Nelore
criados de forma isolada de outras ragas mais suscetiveis, dificilmente necessitam de
tratamentos contra esse parasita. No que se refere a raga Caracu pouco se conhece,
sendo que o presente estudo é o primeiro a verificar o padrdo de resisténcia da raca
aos carrapatos, contudo Fraga et al. (2003) e Alencar et al. (2005) descreveram
algumas estratégias de utilizacdo de recursos genéticos para animais desta raca. No
entanto, deve-se considerar que o tratamento com produtos quimicos para os animais
de ambas as ragas deve ser justificado apenas em casos em que é necessario mitigar
os efeitos dos carrapatos no crescimento e na producédo, ou quando os niveis de
infestacdo por carrapatos sdo considerados inaceitaveis por razdes de bem-estar
animal (JONSSON et al., 2008).

Os resultados obtidos corroboram os mencionados na literatura, em que foi
documentada a maior tolerancia das ragas zebuinas (B. indicus) comparadas aos
taurinos (B. taurus) quanto a resisténcia ao carrapato R. microplus (BONSMA, 1944,
UTECH et al., 1978; UTECH e WHARTON, 1982; SILVA et al. 2007; BIANCHIN et al.,
2007), assim, o uso de animais B. indicus e seus cruzamentos € recomendado em
areas altamente infestadas como alternativa no controle dos carrapatos (JONSSON,
2006).

Mackinnon et al. (1991), Fraga et al. (2003) e Regitano et al. (2006) estimaram
herdabilidade para a resisténcia ao carrapato de 0,39, 0,22 e 0,15, respectivamente,
por meio de dados de contagem de fémeas ingurgitadas em um dos lados do corpo
do animal. Dessa forma, a viabilidade da selegao pode ser verificada pelo coeficiente
de herdabilidade obtidos nestas pesquisas.

Como foi verificada que existe variabilidade para resisténcia aos carrapatos

entre os bovinos, os animais mais tolerantes poderiam ser escolhidos como
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reprodutores. Considerando os resultados obtidos neste estudo, o uso de animais da
raca Nelore em cruzamentos seria boa estratégia para o controle da carga parasitaria
de carrapatos nos bovinos ao longo das geracgdes, por se tratar de uma raga B. indicus
resistente aos carrapatos dado que apresentou baixos valores de CTC e PR.

Os trabalhos que avaliam os niveis de resisténcias entre as ragas seguem o
padrao proposto por Utech et al. (1978), verificado a partir de infestac&o artificial de
20.000 larvas de R. microplus em bovinos australianos. Esses autores consideraram,
na classificacdo do nivel de resisténcia, o percentual médio de larvas infestantes de
carrapato que ndo conseguiram chegar a fase adulta (taxa de mortalidade). Dessa
forma, a resisténcia é considerada alta, moderada, baixa e muita baixa para
porcentagens médias acima de 98%, 95 a 98%, 90 a 95% e abaixo de 90%,
respectivamente. De acordo com Wharton, citado por Utech et al. (1978), bovinos que
apresentam 100 ou 1000 fémeas ingurgitadas na contagem, possuem nivel de
resisténcia de 99% e 90%, respectivamente. Dessa forma, apesar da diferenca
estatistica significativa (p<0,05) entre as ragcas para CTC e PR, as taxas de
mortalidades calculadas foram 98,90% e 99,53% para Caracu e Nelore,
respectivamente, indicando que ambas as ragas apresentam alta resisténcia aos
carrapatos segundo a classificacdo de Utech et al. (1978).

Em rebanhos no Brasil, conforme a classificacdo, em trabalho apresentado por
Olivera e Alencar (1987), a raga Nelore tem nivel de resisténcia igual a 99,90%, e a
raga Canchim igual a 98,75%. Silva et al. (2007) verificaram que a maior parte dos
animais Nelore, Canchim x Nelore, Angus x Nelore e Simental x Nelore foram
classificados em alta resisténcia, entretanto, entre os mesticos, ainda apareceram
bovinos com moderada e baixa resisténcia. Ibelli et al. (2012) também observaram
alta resisténcia nos animais puros Nelore e seus cruzamentos com animais B. taurus,
das ragcas Angus e Simental, uma vez que os animais tiveram mais de 98% de
mortalidade dos carrapatos.

Apesar do pequeno numero de animais da raga Caracu considerado no estudo,
ao considerar os dados de taxa de mortalidade de carrapatos obtidos em rebanhos

brasileiros e a taxa de mortalidade para a raga, foi possivel observar que este grupo
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genético deve ser classificado como resistente aos carrapatos R. microplus, assim
como os bovinos Nelore.

A selegdo natural nos animais formadores da raga Caracu, que foram
introduzidos no Brasil no século XVI, antes mesmo dos zebuinos, e a escolha dos
selecionadores pelos animais mais fortes e rusticos foram fatores que influenciaram a
adaptacdo dos animais deste grupo aos tropicos (LIMA et al., 1992). Dessa forma,
bovinos Caracu representam boa alternativa de B. taurus para serem utilizados em
cruzamentos garantindo a resisténcia aos carrapatos quando comparados as outras
opgoes de animais B. taurus.

As médias observadas para CTC transformada em log1o(n+1) de animais de
couro fino foram, respetivamente, 1,88 + 0,40 e 0,53 + 0,10 para animais Caracu e
animais Nelore, os valores para animais de couro grosso foram, respectivamente, 1,77
+ 0,10 e 0,74 + 0,10. No caso da variavel PR, os valores médios observados para
couro fino e couro grosso foram, respectivamente, 1,13 + 0,24 e 1,05 £ 0,22 para
Caracu e, respectivamente, 0,43 £ 0,20 e 0,52 + 0,24 para a raca Nelore. Nas analises
realizadas para as variaveis CTC e PR, ndo houve efeito significativo (p>0,05) do
grupo de espessura do couro e suas interagbes com outras variaveis do modelo. De
acordo com Jonsson et al. (2014), os mecanismos de defesa dos bovinos aos
carrapatos sao amplamente estudados e podem ser divididos em duas subareas, a
primeira investiga a resposta imune adquirida a infestagdo, e a outra coloca em
evidéncia a potencial fungao dos atributos fisicos e mecanicos da pele, incluindo a
espessura do couro dos animais.

Com os resultados obtidos foi possivel verificar que a espessura do couro néo
foi um fator fisico que contribuiu com a resisténcia dos bovinos aos carrapatos. Os
resultados do presente estudo corroboram os descritos por autores como Wilkison
(1962) e Riek (1962), que nao encontraram correlacao significativa (p>0,05) entre
espessura do couro e resisténcia ao carrapato.

As estimativas dos coeficientes de repetibilidade para CTC e PR transformadas
foram moderadas (Tabela 3), sugerindo que medidas observadas no mesmo animal
tiveram valores proximos nas trés infestacdes de forma que as medidas obtidas sao

parametros confiaveis para inferir sobre medidas futuras do animal. Entretanto,
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segundo Silva et al. (2007), alteragbes bruscas no ambiente e fisiolégicas no animal
podem influenciar o numero de carrapatos observados sobre o corpo do hospedeiro
nas proximas contagens. O resultado obtido para CTC foi proximo de estimativas
encontradas em trabalhos em que a repetibilidade foi calculada a partir de dados de
contagens de carrapatos em infestagcdes naturais (MACKINNON et al., 1991) e
infestagdes artificiais (SILVA et al., 2007).

Tabela 3. Estimativas dos componentes de variancias de animal e residuo e do
coeficiente de repetibilidade (r) para contagens totais de carrapatos (CTC),
porcentagens de retorno (PR) e numero de cépias (NC) de DNA de B. bovis

transformadas.
CTC PR NC
Componentes Valor r Valor r Valor r
P estimado estimado estimado
Animal 0,0843 0,62 0,0295 0,53 0,0237 0,10
Residuo 0,0507 0,0258 0,2234

Numero de copias do DNA de Babesia bovis

As curvas-padrao utilizadas para a quantificagdo do numero de cépias (NC) do
DNA de B. bovis permitiu sensibilidade de quantificagéo entre as faixas de 1023 a 10
0 ng/uL, sendo que esta ultima diluigdo correspondeu a sensibilidade de 12 cépias.
No total, foram realizados sete ensaios de qPCR, e em cada um foram incluidas as
curvas de calibragao, as amostras de DNA dos animais e trés amostras de controle
negativo (“tampao de reacdo” + agua). Os valores da eficiéncia da reacao, slope e
coeficiente de correlagdo observados para cada ensaio de gPCR foram préximos aos
valores ideais de 100%, -3,3 e >0,99, respectivamente. O valor de slope de -3,3 esta
relacionado a eficiéncia de reagdo de 100%, indicando que o numero de moléculas
amplificadas dobra a cada ciclo da PCR (KUBISTA et al., 2006).

Dessa forma, o método da qPCR com uso dos oligonucleotideos cbosg-1 e
cbosg-2 propostos por Buling et al. (2007) permitiu estimar precisamente o nivel de
parasitemia de B. bovis nos animais Caracu e Nelore. Bilhassi et al. (2014) e Giglioti
(2013) verificaram, ao utilizarem os mesmos oligonucleotideos, alta sensibilidade na
amplificagdo do gene mitocondrial do citocromo B de B. bovis. No caso de Bilhassi et

al. (2014) a técnica da gPCR permitiu avaliar a infecgdo em bovinos Nelore, Angus e
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cruzados Nelore x Angus que, inicialmente, ndo foi possivel com uso da técnica
“‘nested” PCR.

Os resultados das quantificagdes do NC do DNA de B. bovis, obtidos a partir
da qPCR, indicaram que 100% dos animais estudados estavam infectados por B.
bovis. Uma vez que nao foi verificada amplificagdo dos controles negativos incluidos
em cada placa, pode-se considerar que os resultados obtidos séo fidedignos.

Os animais usados nesse experimento foram criados em local onde as
condicbes climaticas favorecem o desenvolvimento das fases de vida livre do
carrapato durante todos os meses do ano e como a distribuicdo da Babesia spp. esta
associada com a presenga do vetor (LIMA et al., 2000), pode-se afirmar que esta
regido apresenta estabilidade endémica para as babesioses. O diagndéstico por gPCR
demonstra ser altamente sensivel e pode se tornar importante para o desenvolvimento
de estudos epidemiolégicos e também na verificagdo do nivel de parasitemia por B.
bovis em diferentes racgas e individuos

Nas quantificagcbes do DNA de B. bovis, ou seja, do NC, foi verificado que nao
houveram diferengas significativas (p>0,05) em relacdo aos dois grupos genéticos e
ao grupo de espessura do couro. Nas racas Caracu e Nelore, as médias observadas
para NC transformada em log1o(n+1) nos animais de couro fino foram, respetivamente,
2,23 +0,62 e 2,30 £ 0,61, os valores observados nos animais de couro grosso foram,
respectivamente, 2,35 + 0,61 e 2,35 + 0,56. Para a variavel NC transformada em
log1o(n+1) foi observado somente efeito significativo (p<0,05) do dia da colheita e da
interagdo grupo genético e dia da colheita (Tabela 4).

Valores médios de NC de DNA de B. bovis superiores aos verificados neste
estudo foram observados por Bilhassi et al. (2014) em animais Nelore, Angus e
mesticos Nelore x Angus, e por Giglioti (2013) em animais das ragas Angus, Senepol,
Simental, Simangus, Senepol x Nelore. Apesar dos trabalhos realizados até entéo
usarem o mesmo fragmento de amplificacdo, alguns fatores devem ainda ser
explorados para justificar as grandes diferencas na quantificagdo do DNA de B. bovis
como diferencas entre metodologias de extracdo de DNA e sua consequente

interferéncia na sensibilidade e acuracia das quantificacées, assim como diferencas
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de manejo do rebanho, nivel de parasitemia dos acaros e quantidade de carrapatos

nos animais.

Tabela 4. Médias gerais e erros-padrdo de dados transformados em log10(n+1) do
numero de copias (NC) de DNA de B. bovis observado em novilhas Caracu

e Nelore.
NC
Dia da colheita? Média geral

Grupo 1 2 3 4 5
genético

CA 2,68+0,53a 2,60+0,73a 1,92+0,63b 2,47+0,40a 1,82+0,30b  2,29+0,64

NE 2,97+0,44a 2,37+0,58b 2,08+0,55b 2,31£0,42b  1,87+0,22c  2,32+0,58
Média 2,82+0,50 2,48+0,66 2,00%0,59 2,39+0,41 1,84+0,26

Ca, Caracu; Ne, Nelore. 2Médias seguidas de letras minusculas iguais ndo diferem entre si (p<0,05).

As novilhas deste estudo foram submetidas a trés infestag¢des artificiais em que
se pode presumir que parte das larvas aplicadas nos animais estava infectada com B.
bovis, dado que as fémeas foram colhidas em bovinos criados em area de estabilidade
endémica. A manutencdo e persisténcia da babesiose no carrapato vetor foi
assegurada por transmissao transovariana e transestadial (CHAUVIN et al., 2009). Na
transmissao transovariana, ocorre a invasao pelo protozoario do ovario da fémea
(CHAUVIN et al., 2009) resultando na infecgdo dos ovos (OLIVEIRA-SEQUEIRA et
al., 2005; OLIVEIRA et al., 2008). Dessa forma, as novilhas sofreram dois desafios
simultdneos com larvas de carrapatos e com o inéculo do hemoparasita contido
nessas larvas, o que pode ter induzido a resposta imune muito proxima do que ocorre
naturalmente nos animas criados a campo.

Os mecanismos imunolégicos agem diretamente contra os eritrocitos
infectados ou contra os merozoitas livres de B. bovis (CHAUVIN et al., 2009). Pode-
se verificar variagdo média significativa (p<0,05) do NC de B. bovis entre alguns dias
de colheita de sangue (Tabela 4). Foi possivel observar que houve redugao do NC de
B. bovis quantificados nas amostras de DNA dos animais estudados (Figura 1).
Inicialmente, as médias do NC de novilhas Caracu e Nelore eram, respectivamente,
992,84 e 1507,05, sendo que, apos trés infestacdes artificiais, a parasitemia atingiu
niveis significativamente (p<0,05) mais baixos com médias equivalentes a 82,53 para
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animais Caracu e 82,48 para animais Nelore. Como os animais estudados ja
apresentavam valores quantificaveis de NC e ndo apresentaram sinais clinicos da
doengca durante o experimento, pode-se presumir que ja haviam desenvolvido
mecanismos de resisténcia protetora contra B. bovis, o que fez com que os animais
respondessem aos desafios de forma efetiva, o que deve ter reduzido o NC de DNA
de B. bovis.

O fato das novilhas terem permanecido no mesmo local antes e no momento
do experimento e terem recebido as mesmas condigdes de manejo sanitario, e mesma
carga de larvas de carrapatos quando foram submetidos a infestagdes artificiais, pode-
se considerar a hipotese de que os bovinos da raga Caracu foram capazes de
controlar a parasitemia de forma tao eficiente quanto os bovinos Nelore, que séo
considerados mais resistentes as babesioses que animais taurinos (BOCK et al.,
1997; JONSSON et al, 2008; PIPER et al, 2010).

O coeficiente de repetibilidade estimado para NC foi baixo (Tabela 3). Neste
trabalho as novilhas foram submetidas a subsequentes desafios que podem ter
contribuido com a variagao verificada entre as quantificagcbes de NC no mesmo animal
e podem explicar a baixa estimativa de repetibilidade obtida. No entanto, a estimativa
da repetibilidade esta de acordo com resultado encontrado por Giglioti (2013), 0,04,
que utilizou dados de diferentes rebanhos e maiores intervalos de tempo entre as

quantificacoes.
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Figura 1. Médias do numero de copias do DNA de Babesia bovis em amostras de DNA
de novilhas Caracu (CA) e Nelore (NE) em cinco dias de colheita de sangue.

Embora ndo se conhega associagao entre a carga de carrapatos e o nivel de
parasitemia por B. bovis, os resultados observados neste estudo indicam que a
variacao na parasitemia por B. bovis n&o esta diretamente relacionada ao numero de
carrapatos presentes no corpo do hospedeiro, uma vez que a correlagdo encontrada
entre as variaveis CTC e NC de B. bovis, dentro de cada raga, ndo foi significativa

(p>0,05; p =-0,07 na raga Caracu e p = 0,19 na raca Nelore).

Conclusoes

A falta de associagao do grupo de espessura do couro com as variaveis CTC,
PR e NC indica que a caracteristica espessura do couro ndo € um atributo fisico que
ajuda na resisténcia dos bovinos aos carrapatos e a babesiose.

O grupo genético Nelore apresentou menor quantidade de carrapatos,
indicando menor susceptibilidade as infestagdes artificiais, no entanto, ambos os
grupos devem ser considerados resistentes aos carrapatos.

De acordo com as quantificagcdes do numero de cépias do DNA de B. bovis,
obtidos a partir da gPCR, ambos os grupos genéticos foram eficientes no controle da

parasitemia, e a correlagado entre as variaveis relacionadas a contagem de carrapatos
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e ao nivel de parasitemia por B. bovis indica que a variagao na parasitemia ndo esta

relacionada ao numero de carrapatos presentes no corpo do hospedeiro.
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CAPITULO 4 - IMPLICAGOES

A realizagao do trabalho teve como perspectiva avaliar as associagdes entre as
caracteristicas espessura do couro, crescimento pos desmama e resisténcias aos
carrapatos e a babesiose em novilhas de corte das racas Caracu e Nelore, e, além
disso, verificar o uso da espessura do couro como critério de selegdo em programas
de melhoramento animal.

Analise bayesiana foi utilizada na obtencdo dos parametros genéticos da
espessura do couro, tendo em vista a falta de estudos descrevendo seus
componentes de variancia e a associagdao genética, ambiental e fenotipica com a
caracteristica ganho de peso pds desmama. Baixa correlagao genética foi verificada
entre ambas, assim, a selecao que possa favorecer a espessura do couro sera pouco
eficiente na obtencao de progresso genético no ganho de peso pés desmama.

Foi avaliada também a influéncia da espessura do couro na resisténcia dos
animais aos carrapatos e no nivel de parasitemia por Babesia bovis. Os resultados
obtidos mostraram que nao houve associagdo entre espessura do couro e estas
variaveis. Considerando os resultados descritos, a selegcdo com base na espessura
do couro deve ser negligenciada por, aparentemente, ndo contribuir com o aumento
dos indices produtivos.

Com base nos dados observados das infestacdes artificiais, foi verificado que
0s animais da raga Nelore s&o altamente resistentes aos carrapatos R. microplus, e
que as novilhas Nelore e Caracu, quando desafiadas, sdo eficientes no controle do
nivel de parasitemia por B. bovis. Entretanto a variacdo na parasitemia por B. bovis
nao esta diretamente relacionada ao numero de carrapatos presentes no corpo do
hospedeiro.

Em geral, a técnica da Reagdo em Cadeia da Polimerase em Tempo Real
Quantitativa (qPCR), com uso dos primers bosg-1 e cbosg-2, realizada para
quantificar o DNA de B. bovis nas amostras de DNA dos animais estudados, mostrou
eficiéncia no diagndstico da parasitemia e alta sensibilidade de quantificagdo. Alguns
fatores ainda devem ser explorados para justificar as grandes diferencas na

quantificacdo do DNA de B. bovis entre os trabalhos realizados até entdo, como
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diferencas entre metodologias de extragdo de DNA e sua consequente interferéncia
na sensibilidade e acuracia das quantificagdes, assim como diferenga de manejo do

rebanho, nivel de parasitemia dos acaros e quantidade de carrapatos nos animais.



