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RESISTENCIA GENETICA A RHIPICEPHALUS (BOOPHILUS) MICROPLUS

EN BOVINOS DE RAZA CRIOLLO ARGENTINO

Palabras claves: Garrapatas - Microarray - ADN - Gendmica - Bos taurus
Resumen

Rhipicephalus (Boophilus) microplus es un ectoparasito habitual de los vacunos en regiones
tropicales y subtropicales de Argentina, provocando una considerable disminucion en los
indices de produccion. Su control se realiza principalmente a través de la aplicacion de
acaricidas quimicos; siendo el desarrollo de garrapatas resistentes a sus efectos toxicos el
mayor inconveniente asociado a su utilizacién. La cria de animales resistentes al parasito es
un método sustentable de produccién que contribuye a reducir la aplicacion de biocidas. El
bovino Criollo Argentino representa una poblacion que ha sufrido un proceso de seleccion
natural durante muchos anos, obteniéndose una raza capaz de producir en ambientes
desfavorables. El objetivo de este trabajo fue identificar variaciones fenotipicas individuales
en las cargas de R. (B.) microplus en bovinos Criollo Argentino y detectar regiones
cromosémicas asociadas utilizando microarrays de mediana y alta densidad. Datos de conteo
de garrapatas fueron obtenidos luego de infestaciones artificiales sucesivas en 231 animales.
Se tomaron muestras de sangre para extraer ADN y se genotipificaron 192 animales utilizando
los microarrays de Affymetrix (Bos 1 y ArBos). Luego del control de calidad, y para un total de
4227 animales incluidos en el pedigri, se obtuvieron 48210 polimorfismos de un solo
nucleétido comunes a ambos microarrays que fueron utilizados para el analisis. De manera
exploratoria, se reconocieron regiones cromosémicas que contienen Joci de rasgos
cuantitativos en los cromosomas 27, 11, 10, 9, 16, 13, 3, 19, 8 y 18. Los resultados obtenidos
permiten clasificar a la raza como de resistencia elevada a la carga de R. (B.) microplus,
siendo una alternativa atractiva para el desarrollo de la ganaderia en las regiones endémicas

para el mencionado ectoparasito. Futuros estudios de variacion genética y expresion génica



\

de genes candidatos presentes en las regiones detectadas permitiran el desarrollo de

bioindicadores de resistencia a la infestacion.
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GENETIC RESISTANCE TO RHIPICEPHALUS (BOOPHILUS) MICROPLUS IN

ARGENTINE CREOLE BREED CATTLE

Key words: Ticks - Microarray - DNA - Genomics - Bos taurus

Abstract

Rhipicephalus (Boophilus) microplus is a common ectoparasite of cattle in tropical and
subtropical regions of Argentina, causing a considerable decrease in livestock production. Its
control is carried out mainly through the application of chemical acaricides; the development
of ticks resistant to its toxic effects being the major drawback associated with its use. The
breeding of animals resistant to the parasite is a sustainable method of production that
contributes to reducing the application of biocides. The Argentine Creole cattle represents a
population that has undergone a process of natural selection for many years, obtaining a breed
capable of producing in unfavorable environments. The objective of this work was to identify
individual phenotypic variations in R. (B.) microplus burden in Argentine Creole cattle and to
detect associated chromosomal regions using medium and high density microarrays. Tick
count data was obtained after successive artificial infestations in 231 animals. Blood samples
were taken to extract DNA and 192 animals were genotyped using the Affymetrix microarrays
(Bos 1 and ArBos). After quality control, and for a total of 4227 animals included in the
pedigree, 48210 single nucleotide polymorphisms common to both microarrays were obtained
and used for the analysis. In an exploratory way, chromosomal regions containing loci of
quantitative traits were recognized on chromosomes 27, 11, 10, 9, 16, 13, 3, 19, 8 and 18. The
results obtained allow classifying the breed as resistance elevated to the burden of R. (B.)
microplus, being an attractive alternative for the development of livestock in endemic regions
for the aforementioned ectoparasite. Future studies of genetic variation and gene expression
of candidate genes present in the detected regions will allow the development of bioindicators

of resistance to infestation.



1. INTRODUCCION GENERAL

Las regiones ganaderas de ambientes tropicales y subtropicales se caracterizan por
presentar elevadas temperaturas y alta radiacion solar. Adicionalmente, las fluctuaciones
estacionales en la produccion de forraje y la infestacion por parasitos determinan que la
explotaciéon comercial bovina dependa en gran medida del potencial de produccion de los
animales y de su capacidad de adaptacién al medio. En este sentido, es fundamental para el
sector ganadero del pais la adecuacion de los recursos genéticos, condiciones ambientales y
de mercado en busqueda de una mayor competitividad (Lobo Arias y Medina Cano, 2009;
Alencar y col., 2005). En la actualidad, la ganaderia de carne bovina se encuentra en tension
entre la produccién y el impacto ambiental, lo que se espera se profundice en los proximos
anos. Para la préxima década se estima un aumento anual de 1,36 % en la produccién global
y de 2,23 % en el comercio internacional de carne bovina (OECD/FAQ, 2016). En el eslabén
primario sera necesario enfocarse en la “intensificacion sostenible” de la produccion,
buscando producir mas alimentos con la misma superficie de tierra y, al mismo tiempo, reducir
externalidades ambientales y sociales bajo un planteo productivo rentable. El incremento en
la produccion estara localizado principalmente en paises en vias de desarrollo (79%), con una
contribucién significativa de la Argentina (Feldkamp, 2019). En este sentido, como parte para
abastecer las demandas en productos de origen animal de manera intensificada, cada vez se
utilizan un menor numero de razas. En muchas especies, los recursos genéticos locales se
han cruzado de manera indiscriminada con razas exoticas, provocando la reduccion o
extincion de razas localmente adaptadas o nativas (Nufiez-Dominguez y col., 2016). De
acuerdo con datos del primer informe mundial sobre la situacién de los recursos zoogenéticos,
mas del 90 % de la produccidén agropecuaria mundial la aportan 15 especies, reportandose
7616 razas de animales usadas para la alimentacion y la agricultura, y encontrandose una

cuarta parte de ellas en peligro de extincion (FAO, 2007).



Las infestaciones parasitarias (endo y ectoparasitos) producen una considerable
disminuciéon en los indices de produccién animal. Rhipicephalus (Boophilus) microplus,
conocido vulgarmente como la garrapata comun del bovino, es un ectoparasito artrépodo de
la familia Ixodidae que se presenta de manera habitual en los vacunos de ciertas regiones de
Argentina (Estrada Penay col., 2006). Este parasito de distribucién pantropical constituye una
gran restriccién a la productividad ganadera en las regiones tropicales y subtropicales del
mundo (Jongejan y Uilenberg, 2004; De la Fuente y col., 2008), produciendo severas pérdidas
econdmicas (Spath y col., 1994; de Castro, 1997; Jonsson y col., 2001). Esto fue entendido
por el gobierno argentino de tal manera que aprobd y llevé adelante una campana de
erradicacion del parasito (Ley N° 12.566) a partir de 1938. Recientemente, la actualizacion del
marco normativo (Resolucion 382/2017) se adecua a los nuevos escenarios, problematicas y

exigencias referidas al control y/o erradicacion de la garrapata comun del bovino en el pais.

El ciclo biolégico de R. (B.) microplus presenta una fase parasitaria de aproximadamente
23 dias, en la que los estadios de larva, ninfa y adulto se desarrollan sobre un unico
hospedero. La fase no parasitaria comienza cuando una garrapata hembra adulta se
desprende del bovino y cae al suelo para poner sus huevos. La cantidad de ciclos anuales
estara determinada por la duracién de la fase no parasitaria, que es influenciada por factores
abidticos como la temperatura y la humedad del ambiente (Guglielmone y col., 1983, 1990;

Guglielmone y Nava, 2013).

Entre las pérdidas fisicas directas de mayor importancia provocadas por este
ectoparasito se pueden mencionar: disminucion en la ganancia de peso, anemia provocada
por hematofagia, desvalorizaciéon del cuero por la ocurrencia de lesiones y miasis y menor
produccion lactea (Jonsson, 2006); y otras asociadas a la transmision de enfermedades, ya
que R. (B.) microplus es el vector exclusivo de los agentes causales de la babesiosis bovina

provocada por Babesia bovis y B. bigemina (Jongejan y Uilenberg, 2004). A nivel mundial, los



costos anuales provocados por este parasito son de alrededor de 22-30 billones de ddlares

(Lew-Tabor y Rodriguez Valle, 2016).

El uso de acaricidas quimicos posee un rol indispensable en el control de R. (B.)
microplus. Sin embargo, puede causar residuos en la carne y la leche, llegando a
comprometer la seguridad alimentaria. Ademas, el uso indiscriminado de garrapaticidas
determina la aparicion de poblaciones de ectoparasitos resistentes a sus efectos quimicos,
generando grandes gastos con tratamientos ineficaces y la necesidad de altas inversiones

para descubrir nuevos farmacos.

Para dar respuesta a la demanda de productos de alta calidad y logrados en forma
sustentable en regiones tropicales y subtropicales, la seleccién de bovinos resistentes a R.
(B.) microplus se ha tornado en un método alternativo de control no quimico. De acuerdo a lo
indicado por Shyma y col. (2015) el ganado seleccionado por su resistencia a las garrapatas
ha logrado un progreso significativo con el desarrollo de razas resistentes a las mismas, y al
mismo tiempo, con una buena productividad. En Australia ha sido indicado que la seleccién
de ganado bovino resistente a garrapatas como estrategia de control se utiliza con buena
eficiencia (Biegelmeyer y col. 2012). En los ultimos afios ha sido ampliamente promovido a
nivel mundial el concepto de control estratégico de garrapatas, que incluye combinaciones de
productos acaricidas, manejo ambiental, vacunas contra antigenos de R. (B.) microplus,
medidas de control biolégico y utilizacién de razas (puras o compuestas) con resistencia

natural a garrapatas (Jonsson y Piper, 2007; Shyma y col., 2015).

La resistencia natural del hospedador a un patégeno esta referida a todos aquellos
mecanismos que contribuyen en provocar una disminucion de su efecto perjudicial sobre el
animal. Una definicion mas especifica de resistencia se refiere a los cambios bioquimicos y
fisiolégicos en el huésped que impiden el establecimiento adecuado del parasito, su
supervivencia y/o desarrollo (Detilleux, 2005). En este sentido, la resistencia genética del

hospedador ademas de afectar el nimero de garrapatas que se fijan sobre él, tiene efecto



diferencial sobre la duracion de la fase de alimentacion del parasito y por lo tanto sobre el
peso de desprendimiento de las hembras ingurgitadas, lo que se traducira en una menor

descendencia.

Se conoce que la resistencia a la infestacién por garrapatas esta determinada
genéticamente y ocurre debido a un conjunto complejo de respuestas. Sin embargo, los
mecanismos especificos y su importancia continian siendo objeto de discusion (Tabor y col.,
2017). Luego de la exposicion de los animales a infestaciones, diferentes estudios han
asociado fenotipos de resistencia a mecanismos inmunolégicos adquiridos (Kashino y col.,
2005; Piper y col., 2009). Los mecanismos de defensa desarrollados por los hospederos
incluyen vias efectoras como anticuerpos, sistema de complemento y células, y vias
regulatorias como citocinas, células presentadoras de antigenos vy linfocitos T (Lamoreaux y
col., 2000; Valenzuela, 2005). Parte de la especificidad de la interfaz garrapata-huésped y del
éxito reproductivo de la garrapata se explica por la complementariedad entre los componentes
de la saliva de una determinada especie de garrapata y los componentes de las defensas
inflamatorias, hemostaticas e inmunitarias de su huésped. En este contexto, el éxito del ciclo
de vida de R. (B.) microplus depende de la raza del huésped bovino del que se alimenta

(Garcia y col., 2020).

Varios estudios han estimado la heredabilidad de la caracteristica de resistencia a
garrapatas, mostrando una amplia variabilidad entre distintas poblaciones, con valores de baja
a alta magnitud que oscilan alrededor de 0,30 (Porto Neto y col., 2011). La gran variacion en
las estimaciones probablemente se deba a la diferencia en los métodos de infestacion (natural
o artificial), los modelos y métodos de analisis estadistico empleados, el control ambiental y
las caracteristicas intrinsecas de las poblaciones evaluadas. A pesar de esto, la informacion
reportada demuestra que la heredabilidad de este caracter es lo suficientemente alta como

para ser incorporada exitosamente en los programas de seleccién.



Evidencias paleontoldgicas, antropoldgicas e historicas indican que el ganado bovino
fue introducido por primera vez en el continente americano por los conquistadores espafoles.
Cristébal Coldn incorporé los primeros bovinos en el Nuevo Mundo cuando en su segundo
viaje (1493) desembarcd en la isla La Espafola (en la actualidad Haiti y Republica
Dominicana) (Giovambattista y col., 2010). La distribucion de estos se extendié hasta el
virreinato del Rio de la Plata en Argentina, de la mano del conquistador Juan Nufez del Prado
en 1549 (Sal Paz, 1986). En el transcurso de unos pocos afos, y debido a su muy buena
adaptacion a las nuevas condiciones ambientales, la poblacién aumenté con rapidez y ocupé
gran parte del territorio nacional. Félix de Azara (Carrazzoni, 1998) estima que hacia 1780
existia un total de 42 millones de cabezas. En este sentido, el Criollo Argentino (Bos taurus
de origen ibérico) fue el unico recurso genético bovino presente en América durante mas de
300 afios. A partir de su introduccion, la seleccidn natural actué sobre estos individuos
conservando genotipos favorables a la resistencia a diversos factores biodticos y abidticos y
perpetuando durante numerosas generaciones una gran variabilidad genética. Las razas
criollas presentan un alto nivel de adaptacion a un amplio rango de condiciones ambientales,
destacandose en regiones marginales donde las razas comerciales altamente seleccionadas
evidencian una menor eficiencia productiva. Entre los factores de adaptacion que presentan
estas razas nativas, es mencionada la resistencia a enfermedades infecciosas causadas por
virus, bacterias y endo o ectoparasitos (leucosis, dermatofilosis, mastitis, babesia, garrapatas,

etc.) (Ortega Masagué y col., 2020).

En Argentina, los rodeos vacunos en las regiones del noroeste (NOA) y noreste (NEA)
estan constituidos basicamente por las razas sintéticas Braford y Brangus (Bos taurus taurus
x Bos taurus indicus) que combinan rusticidad y capacidad de adaptacion con fertilidad y
calidad carnicera. En ganaderia, el término adaptacion describe la habilidad manifestada por
un determinado genotipo para adecuarse a las condiciones ambientales, sin que su

produccion se vea afectada o lo sea en el menor grado posible dentro de sus caracteristicas



productivas (Turner, 1980). Las diferentes presiones de seleccién a las que fueron sometidos
los bovinos a lo largo del proceso evolutivo son responsables de muchas de las diferencias

fenotipicas y fisiolégicas observadas en los biotipos raciales actuales.

En la especie bovina muchos genes han sido asociados a resistencia/susceptibilidad a
diferentes enfermedades infecciosas, a variacion en la respuesta inmune y a la respuesta a la
vacunacion (Takeshima y Aida, 2006). La deteccién y el mapeo de genes se realiza
generalmente mediante el estudio de asociacion de todo el genoma (Genome wide
association studies, GWAS). Estos estudios utilizan tecnologias de genotipado para analizar
los polimorfismos de un solo nucleétido (Single nucleotide polymorphisms, SNPs) y
relacionarlos con las caracteristicas de interés (Pearson, 2008). EI GWAS clasico, y de uso
mas frecuente, se basa en el analisis de un marcador Unico, tratado como una covariable en
el modelo, y prueba su asociacion estadistica con la caracteristica evaluada (Hirschhorn y
Daly, 2005). Sin embargo, este enfoque no permite la inclusién directa de informacién
fenotipica de individuos no genotipados (Wang y col., 2012). El GWAS de un solo paso (Single
step, ssGWAS) es un método que considera todos los marcadores simultaneamente en el
modelo y estima los efectos de SNPs a través de estimaciones genémicas. Ademas, considera
toda la informacion fenotipica, genotipica y de pedigri (Wang y col., 2012) a través del uso de
la matriz H, que combina el pedigri y las relaciones genémicas (Aguilar y col., 2010, 2018). La
familia de programas BLUPF90 es una coleccion de software en Fortran 90/95 para calculos
de modelos mixtos en mejoramiento animal. El objetivo del mismo es ser tan simple como un
paquete matricial, y tan eficiente como un lenguaje de programaciéon (Masuda, 2018). El
analisis de GWAS es solo el primer paso en el proceso para encontrar variantes causales de
la resistencia genética a garrapata comun del bovino en la raza Criollo Argentino y estudios

adicionales son necesarios para validar estos resultados.

El factor limitante para que los programas de mejoramiento genético animal incluyan la

resistencia a enfermedades es la necesidad de medir los fenotipos. Esto puede ser costoso y



logisticamente dificil, y es una barrera significativa para la seleccion de animales en base a
su comportamiento frente a las enfermedades. Por esta razén, las caracteristicas de
resistencia a la enfermedad son un motivo atractivo para los estudios gendmicos y

generalmente son objeto de estos analisis (Fioravanti y col., 2020).

1.1 HIPOTESIS

La raza de bovinos Criollo Argentino presenta variaciones en los niveles de resistencia
a la infestacién por R. (B.) microplus, manifestdndose como diferencias en las cargas
parasitarias. A nivel gendmico, estas variaciones permitirian identificar regiones

cromosomicas asociadas a esta caracteristica cuantitativa.

1.2 OBJETIVOS

General

- Analizar la susceptibilidad/resistencia a R. (B.) microplus en bovinos de raza Criollo Argentino

pertenecientes al rodeo del Instituto de Investigacion Animal del Chaco Semiarido (IIACS).

Especificos

- Identificar variaciones fenotipicas individuales en las cargas parasitarias de R. (B.) microplus

en bovinos de raza Criollo Argentino.

- Detectar regiones cromosémicas mediante un estudio de asociacion gendémica utilizando los
animales identificados previamente como susceptibles y/o resistentes a R. (B.) microplus y

microarrays de mediana y alta densidad.



2. RESENA BIBLIOGRAFICA

2.1 Garrapata comun del bovino

R. (B.) microplus, conocido vulgarmente como garrapata comun del bovino, es un
ectoparasito hematéfago que pertenece al Phylum Arthropoda, Clase Arachnida, Subclase
Acari, Superorden Parasitiformes, Orden Ixodida, Superfamilia Ixodaidea (Krantz y Walter,
2009). Dentro de la familia Ixodidae, con 722 especies descriptas, R. (B.) microplus pertenece
al grupo de garrapatas duras (género Ixodes) (Nava y col., 2017). La garrapata R. (B.)
microplus se adapta perfectamente a climas de areas tropicales y subtropicales, donde el calor
y la humedad propician condiciones favorables para la supervivencia y mantenimiento de la

especie.

La garrapata comun del bovino posee un ciclo biolégico de un solo hospedador, donde
los tres estadios parasitarios (larva, ninfa y adultos de ambos sexos) se alimentan, mudan y
copulan sobre un mismo individuo (Figura 1). El ciclo de R. (B.) microplus se divide en dos
fases: una fase parasitaria, en la cual la garrapata se desarrolla sobre el bovino, y una fase
no parasitaria o de vida libre (Nava y col., 2011). A su vez, la fase no parasitaria se subdivide
en diferentes periodos: la pre-oviposicion de la hembra ingurgitada (teleogina) corresponde al
espacio de tiempo desde que se desprende del animal hasta que pone el primer huevo, con
una duracion de 2 a 6 dias (Nava y col., 2013). Luego, el lapso de tiempo desde la postura
del primer huevo hasta el ultimo se denomina periodo de oviposicién, siendo el niumero
habitual de huevos colocados de entre 2000 y 3000. Finalmente, el periodo que transcurre
desde la oviposicidon hasta el nacimiento de las larvas se denomina de incubacion, con una
duracién que puede variar entre 20 y 45 dias, dependiendo principalmente de la temperatura
y humedad ambiental (Canevari y col., 2017). Cuando las larvas que se encuentran en la
vegetacion acceden a un bovino, da comienzo la fase parasitaria que, a diferencia de la fase

no parasitaria, es escasamente influida por las condiciones ambientales. Una vez sobre el



bovino, las larvas se alimentan (3 a 5 dias) y mudan a ninfas. Estas continian con su
alimentacion y hacia el dia 9 a 12 aproximadamente, se ingurgitan, mudando sobre el
hospedador a adultos (machos y hembras). Luego de la cépula, las hembras contindan
ingurgitdandose y finalmente caen al suelo para desovar. La duracion modal de la fase

parasitaria completa es de 23 dias (Nava y col., 2011).

machoy hembra

hembraingurgitada

larvasen
pastura

Larvay ninfa
ingurgitada

hospedador " Hembraen oviposicion

Figura 1. Ciclo de vida de Rhipicephalus (Boophilus) microplus. Fuente: Modificado de Walker

y col. (2003).

En Argentina, la garrapata comun del bovino se distribuye principalmente en zonas
tropicales y subtropicales del noreste (NEA) y noroeste (NOA) ubicadas al norte de los
paralelos 30°-31° S, con excepcion de la region andina. Se la encuentra en las provincias de
Salta, Tucuman, Jujuy, Santiago del Estero, Santa Fe (al norte del paralelo 30° S), Cérdoba,
Catamarca, Formosa, Misiones, Corrientes y Chaco (Figura 2). La distribucion de la garrapata
en Argentina esta relacionada a dos factores ambientales, el déficit hidrico y las temperaturas.

En este sentido, la presencia de la garrapata requiere de inviernos benignos (mayoria de los
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meses con temperaturas superiores a 14,5 °C) y déficit hidrico bajo (climas relativamente

hamedos).
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Figura 2. Zonificacion del pais en relacion al plan de lucha contra la garrapata comun del

bovino Rhipicephalus (Boophilus) microplus. Fuente: Nava y col. 2011.

El Servicio Nacional de Sanidad y Calidad Agroalimentaria (Senasa), dependiente del
Ministerio de Agricultura, Ganaderia y Pesca de la Nacion es el responsable de planificar,
organizar y ejecutar los programas y planes especificos que reglamentan la produccion,
orientandola hacia la obtencién de alimentos inocuos para el consumo humano y animal

(https://www.argentina.gob.ar/senasa). Su “Programa de Garrapata” es responsable de

generar las normas que enmarcan el control sanitario de este parasito y velar por el
cumplimiento de los requisitos normativos vigentes a nivel nacional. El actual Plan Nacional
de Control y/o Erradicacién de la garrapata comun del bovino se basa en cuatro pilares

fundamentales: 1) preservar la zona libre de garrapatas; 2) salvaguardar la inocuidad de los
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alimentos; 3) cumplir con los principios basicos de los tratamientos integrados, estratégicos y
el uso racional de los productos garrapaticidas y 4) reconocer planes superadores provinciales
y/o regionales. Este Programa se encuentra enmarcado en la Ley 12.566 del afio 1938, el

Decreto Reglamentario N° 7623 de 1954 y la Resolucion Senasa N° 382 de 2017.

La importancia de control de este ectoparasito radica principalmente en que las
infestaciones causadas por R. (B.) microplus pueden ocasionar considerables pérdidas
econdmicas y danos en la salud publica. En promedio, cada garrapata hembra ingurgitada es
responsable de la pérdida de 1,37 £ 0,25 g de peso corporal en el ganado Bos taurus. El valor
comparable para el ganado cruza entre Bos taurus y Bos indicus es 1,18 £ 0,21 g/garrapata
ingurgitada, sin diferir estadisticamente del valor anterior por lo que podria considerarse este
umbral de pérdida de peso corporal independientemente del genotipo animal (Jonsson, 2006).
La anemia es consecuencia inevitable frente a infestaciones con un gran numero de
garrapatas, siendo comun la muerte de animales atribuida a la misma en combinacién con
una condicion corporal deficiente. Ademas, la disminucion de la ganancia de peso es debida
a una supresion en el consumo de forraje (falta de apetito) (Seebeck, 1971) con efecto sobre
la normal digestion y el metabolismo animal (componente hepatotéxico de R. (B.) microplus).
Asimismo, el parasitismo elevado con garrapatas provoca lesiones en la piel, lo que conlleva
a la atraccion de la mosca Cochliomyia hominivorax (Qusano barrenador) proporcionando un
mayor riesgo de desarrollo de miasis (Reck y col., 2014). En forma indirecta, R. (B.) microplus
es vector exclusivo de los agentes causales de la babesiosis bovina producida por B. bovis 'y
B. bigemina y de anaplasmosis (Anaplasma marginale) junto a otros insectos hematdfagos;
afectando principalmente a animales adultos no expuestos a estos hemoparasitos durante sus

primeros meses de vida.
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2.2 Métodos de control de la garrapata comun del bovino

El control de R. (B.) microplus se realiza principalmente a través del uso de acaricidas
quimicos. Sin embargo, la incorrecta implementacion de aplicaciones estratégicas conduce a
la inevitable aparicion de poblaciones de garrapatas resistentes a sus efectos téxicos. Este
fendmeno ocurrié en Argentina con los acaricidas arsenicales (George y col., 2004) y
organofosforados (Grillo Torrado y Pérez Arrieta, 1977; Pérez Arrieta y col., 1980). Se
diagnosticaron, ademas, poblaciones de garrapatas resistentes a los acaricidas elaborados
sobre la base de piretroides (Caracostantologo, 1996; Aguirre y col., 2000; Mangold y col.,
2004; Guglielmone y col., 2006), lo que incremento el uso de formamidinas (amitraz) aplicado
en forma convencional en banaderos de inmersién. Sin embargo, un foco de garrapatas
resistentes al amitraz fue detectado en la provincia de Corrientes (Cutullé y col., 2013).
Recientemente, los resultados de bioensayos de prueba de paquete de larva (LPT- /arval
packet test) indican la presencia de poblaciones de R. (B.) microplus resistentes al fipronil
(fenilpirazol) en Argentina (Torrents y col., 2020a), siendo esto observado previamente por
Nava y col. (2018). Ademas, el frecuente uso de lactonas macrociclicas en los rodeos bovinos
del pais determiné el desarrollo de diferentes niveles de resistencia a la ivermectina (Cutullé
y col.,, 2019; Torrents y col., 2020b). La resistencia a los acaricidas quimicos es una
problematica que involucra a muchos paises del mundo (Figura 3), siendo la multirresistencia
una amenaza importante para el control quimico de las garrapatas reportada en muchos de
estas regiones (Benavides y col., 2000; Castro-Janer y col. 2010a, b; Fernandez Sala y col.,

2012; Adehan y col., 2016; Klafke y col., 2017; Sagar y col., 2019).

Desde el punto de vista de salud publica, el uso inadecuado de acaricidas quimicos en
el control de la garrapata resulta perjudicial para el ser humano por su efecto toxico y residual
en carne y leche (Saueressig, 2002); pudiendo representar, ademas, una barrera comercial
en la venta de estos productos a nivel nacional e internacional si no se respetan los periodos

de restriccion antes de su comercializacion. Igualmente, dentro de las consecuencias medio
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ambientales potenciales indicadas por el uso de estos productos, se describe el efecto nocivo
sobre insectos coprofagos, nematodos del suelo y microorganismos que normalmente

degradan y reciclan los excrementos del ganado (Martinez y Lumaret, 2006).

Figura 3. Distribucion geografica de la resistencia a los acaricidas en garrapatas R. (B.)

microplus en todo el mundo. Fuente: Rodriguez-Vivas y col. (2018).

En este sentido, se plantea la principal necesidad de optimizar el uso de estos
compuestos quimicos en forma estratégica, teniendo en cuenta la bioecologia del parasito y
la rotacion de productos, de manera de preservar la funcionalidad de los acaricidas

actualmente disponibles para su control.

Asimismo, y en busqueda de reducir la dependencia del control quimico, otras
herramientas son consideradas para el control de la garrapata comun del bovino. La viabilidad
de controlar las infestaciones de garrapatas mediante la inmunizacién de huéspedes con
antigenos de garrapatas seleccionados fue demostrada por Allen y Humphreys (1979). A
principios de la década del 90 se desarrollé la vacuna contra la garrapata, conteniendo el
antigeno intestinal recombinante de R. (B.) microplus, Bm86. Subsecuentemente, dos
vacunas fueron comercialmente registradas: una en Australia (TickGARD) y luego otra en

Cuba (Gavac). Su utilidad estd basada en que luego de su aplicacion, la capacidad
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reproductiva de las garrapatas hembras adultas e ingurgitadas de sangre, se veria disminuida
por la destruccion de las células intestinales por la accion de los anticuerpos inducidos por la
vacuna. Esto conllevaria a una menor contaminacion de las pasturas con huevos de garrapata
y por ende una menor cantidad de larvas disponibles para infestar a los animales. Sin
embargo, el uso y difusidn de estas dos vacunas es mas bien escaso en los lugares donde R.
(B.) microplus prolifera debido a que requiere al menos tres aplicaciones en el aino, su costo
es elevado con respecto a la dosis de un acaricida y su eficacia también es menor, comparado
con el acaricida, cuando este ultimo no presenta problemas de resistencia (Comunicacién
Personal entre Christian Cutullé y Eduardo Puente Casillas (Zoetis. Gerente Técnico de
Ganaderia para Argentina, Bolivia, Paraguay y Uruguay) y Ulises Cuore (DILAVE “Miguel C.
Rubino”, Division de Laboratorios Veterinarios, Montevideo, Uruguay). A pesar del
descubrimiento de nuevos antigenos, no se han registrado nuevas vacunas y se ha pausado
la comercializacion de las existentes; indicandose diferentes consideraciones que podrian
justificar esta situacion, entre ellas el aun atractivo mercado global de acaricidas para algunas
empresas y, en comparacion con estos, la limitada rentabilidad, seguridad y menor efectividad
de las vacunas a determinadas especies tanto del vector como del hospedador (De la Fuente

y col., 2007; De la Fuente y Estrada-Pena, 2019).

El uso de biocontroladores es una alternativa organica para el control de garrapatas.
Dentro de ellos se encuentran, los hongos artropodos patogénicos, especialmente
Metarhizium anisopliae sensu stricto (s. str.) y Beauveria bassiana s. str, que presentan el
mayor potencial de utilizacion debido a su mecanismo de accion basado en el contacto directo
con la cuticula del parasito. Composiciones con otros agentes biolégicos o extractos de
plantas (Adenubi y col., 2018; Reis y col., 2021) poseen resultados promisorios y pueden
resultar, junto a la rotacion o clausura temporal de potreros, en una estrategia a ser

considerada para el control biolégico del ectoparasito (Cagnini y col., 2020).
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Finalmente, la resistencia genética del hospedador es otra de las opciones de control
no quimico de R. (B.) microplus, ampliamente incluida en los programas de mejoramiento
tradicionales de rodeos de zonas tropicales y subtropicales del mundo mediante la utilizacion
de diversas razas bovinas. Diferentes grupos de investigacion han trabajado para identificar
marcadores genéticos del hospedador asociados con la susceptibilidad o resistencia a
garrapatas, centrandose en la comparacion de razas locales en regiones geograficas
especificas. Ademas, estos estudios se han centrado en los perfiles de expresion génica, la
localizacién de las respuestas inmunitarias humorales y celulares y los estudios de asociacién
de todo el genoma (GWAS) para identificar variantes genéticas funcionales asociadas a la
caracteristica (Kashino y col., 2005; Martinez y col., 2006; Wang y col., 2007; Regitano y col.,
2008; Piper y col., 2008, 2009, 2010, 2017; Bagnall y col., 2009; Kongsuwan y col., 2010;
Nascimiento y col., 2010, 2011; Constantinoiu y col., 2010, 2013, 2018; Jonsson y col., 2014;
Carvalho y col., 2014; Dominguez y col., 2014; Mapholi y col., 2016; Mota y col., 2018;
Robbertse y col., 2018; Moré y col., 2019; Marima y col., 2020). Asimismo, la protedmica del
huésped puede proporcionar biomarcadores fiables para ayudar en la seleccion de animales

resistentes a la infestacién con garrapatas (Raza y col., 2019).

2.3 Bovino Criollo Argentino

La primera introduccién de bovinos al continente americano se produce en el segundo
viaje de Colon a la isla La Espafiola, hoy Republica Dominicana, en 1493. Este ganado,
proveniente del sudeste de la peninsula Ibérica y de las islas Canarias (Wilkins y col., 1982;
Giovambattista y col., 2010) llega al Virreinato del Rio de la Plata en Argentina en 1549 y se
mantiene como unico recurso genético bovino hasta mediados del siglo XIX.

A partir de 1850 en la Pampa Humeda Argentina se inicia la introduccion de razas
bovinas britanicas, en un inicio Shorthorn y luego Hereford y Aberdeen Angus, con el objetivo

de obtener animales con mayor cantidad de grasa y mejor conformacion en un sentido
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convencional. Los cruzamientos generados con el ganado criollo existente resultaron
sumamente exitosos, interpretandose en ese entonces, que se debia a la calidad de las razas
introducidas y no al concepto de vigor hibrido de las primeras cruzas (Filial 1). De esta manera,
el avance de las razas britanicas determiné la absorcion total del bovino criollo en la Pampa
Humeda Argentina y su desplazamiento hacia zonas marginales, especialmente el NOA;
donde el calor, los parasitos y el monte obstaculizaron el desarrollo de las razas introducidas
hasta el momento. Con la introduccion de razas cebuinas un siglo después, es que la
presencia del bovino Criollo se ve realmente amenazada a nivel nacional, con la posibilidad
de ser absorbido progresivamente por el ganado exético (Rabasa, com. pers).

En 1956, es creado en Argentina el Instituto Nacional de Tecnologia Agropecuaria
(INTA) con la mision de contribuir al desarrollo sostenible del sector agropecuario,
agroalimentario y agroindustrial a través de la investigaciéon y la extension. La estacidn
experimental de Leales, ubicada en la provincia de Tucuman, comienza sus actividades en
1959 evaluando cruzamientos de razas bovinas britanicas con ganado Cebu (Nelore) y su
comparacion con los bovinos existentes en la regién denominados criollos. De esta manera
se conforma en el pais el primer plantel experimental de animales bovinos criollos compuesto
por 35 vacas y 2 toros adquiridos a productores locales de la provincia de Salta. Luego, el
plantel se enriquecié con nuevas introducciones de animales desde las provincias de Jujuy,
Chaco, Santiago del Estero y Tucuman (Sal Paz, 1986). Del total de animales incorporados,
dos hembras fundadoras registraron condicion de mochas (ausencia de cuernos);
caracteristica que se mantuvo en el plantel de INTA Leales a través de las hembras de
reposicion hasta 1988, afio en el que se decide utilizar por primera vez un macho reproductor
sin cuernos. Desde ese momento, y por ser un caracter dominante (Holgado y Rabasa, 2001),
el numero de animales mochos aumento rapidamente en el rodeo.

Como consecuencia de la informacion generada por INTA en conjunto con otras
universidades del pais, se incrementé el interés por la raza y en 1985 fue conformada la

Asociacion Argentina de Criadores de Ganado Bovino Criollo (AACGBC) que nuclea en la
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actualidad, a productores de distintas zonas del pais, difunde las caracteristicas de la raza a
través de jornadas, exposiciones, etc., y es responsable de los registros genealdgicos
denominados “Base”.

Fenotipicamente la raza se caracteriza por la gran diversidad de colores de capa y por
su cornamenta, aunque como se mencioné anteriormente existen también animales sin
cuernos (Falomir-Lockhart y col., 2019) (Figura 4). La pigmentacion de las mucosas externas
de la piel es variable y permite la presentacién de animales con hocico negro, con pintas y sin
pigmentacion melanica (hocico pardo) (Rabasa y col., 1986). Ademas, los bovinos Criollo
Argentino se caracterizan por su tamafo corporal relativamente chico (Holgado y col., 2015)
y su aptitud lechera moderada, por lo que los vientres de cria poseen bajos requerimientos
energéticos de mantenimiento y produccion (Rabasa y col., 2005). Bajo iguales condiciones
de produccion, el rendimiento carnicero de la res y la calidad de carne producida por animales
criollos es similar al de otras razas bovinas (Garriz y col., 1991; Zimerman y col., 2019). En
ambientes nutricionales adversos, la raza posee alta capacidad de respuesta; destacandose
por su fertilidad, facilidad de parto, capacidad de cria, longevidad y resistencia a diferentes
factores ambientales. La raza Criollo Argentino es mas resistente a la garrapata comun del
bovino que otras razas britanicas y sus cruzas (Guglielmone, 1990). Los mecanismos
fisioldégicos y genéticos asociados a la resistencia a R. (B.) microplus en los bovinos Criollo

Argentino no estan estudiados y es necesario su conocimiento.
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Figura 4. Reproductor macho de raza Criollo Argentino sin cuernos (tocones)

perteneciente al rodeo de INTA Leales (Tucuman).

La Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacion y la Agricultura (FAO) a
través de su Plan de accion mundial sobre los recursos zoogenéticos y su declaracion de
Interlaken, reconoce el papel y el valor esenciales de los recursos zoogenéticos para la
alimentacion y la agricultura y, en concreto, su contribucion a la seguridad alimentaria para
las generaciones presentes y futuras (FAO, 2007). En América Latina y El Caribe las
poblaciones de las razas Criollas han evolucionado en diferentes zonas agroecolégicas en
sistemas de produccion con manejo tradicional, y debido a la percepcion de que son poco
productivas, estan siendo paulatinamente sustituidas por genotipos exéticos. Esta percepcion
posiblemente es errénea en condiciones sanitarias y de alimentacién limitadas, asi como en
condiciones climaticas extremas (Nufiez-Dominguez y col., 2016). El bovino Criollo Argentino
es considerado como un recurso zoogenético de fundamental importancia, debiendo ser
preservado y evaluado por su variabilidad genética para hacer frente a los desafios

productivos que se planteen.
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La unidad de INTA Leales, actualmente Instituto de Investigacion Animal del Chaco
Semiarido (IIACS), lleva un completo registro genealdgico y productivo de los animales de
raza Criollo Argentino desde sus inicios. Actualmente el rodeo estd conformado por 120
vientres que ingresan a servicio anualmente asignando los toros de acuerdo a minimo
parentesco. La eficiencia reproductiva del plantel alcanza valores promedios de 94,6 % de

prefiez, 92,7 % de paricion y 89 % de destete (Holgado y Ortega, 2019).

En Argentina, gran parte de los criadores de ganado bovino Criollo Argentino no realizan
la toma de registros y analisis de datos, por lo que se desconoce dentro del sector

agropecuario, a estas poblaciones animales con interés econémico.

2.4 Resistencia genética del hospedador

El ganado bovino muestra una considerable variabilidad en sus respuestas a una amplia
gama de enfermedades; y gran parte de esa variabilidad es genética, implicando la viabilidad
de seleccion. Los hospedadores una vez infectados pueden, en principio, protegerse de danos
posteriores de dos maneras: pueden atacar directamente al vector y asi reducir la carga
(resistencia), o pueden limitar el dafio causado por una determinada carga (tolerancia). En
este sentido, la resistencia protege al huésped a expensas del vector, mientras que la
tolerancia salva al huésped del dafio sin tener ningun efecto negativo directo sobre el mismo

(Raberg y col., 2009).

Es reconocido que algunos animales o razas de animales, mantenidos bajo condiciones
similares, se infestan con menos garrapatas que otros. Actualmente, se sabe que estas
diferencias estan originadas por las variaciones individuales de los animales para responder
inmunoldgicamente a la infestacion de las garrapatas. Asimismo, es sabido que la resistencia
a las garrapatas esta relacionada a una pre inmunizacion establecida a través del contacto
continuo con el ectoparasito desde edad temprana del animal (Mattioli y col., 2000). La

reduccién del peso de la garrapata, la duracién del ataque, el numero de garrapatas
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alimentandose, la masa de oviposicion y el éxito de muda son algunos de los parametros que
determinan la capacidad inmunitaria del huésped contra las garrapatas (Trager, 1939).
Asimismo, existen barreras fisicas en el huésped que afectan la resistencia a R. (B.) microplus
como ser: la densidad del pelaje, el grosor y la pigmentacion de la piel, la vibracion de la piel
y/o la capacidad de acicalamiento, las papilas de la lengua y el olor asociado a componentes
organicos volatiles (Riek, 1956; Bennet, 1969; De Castro y col., 1985; Spickett y col., 1989;
Osterkamp y col., 1999; Verissimo y col., 2002, 2015; Martinez y col.,2006; Gasparin y col.,

2007).

La respuesta inmune del huésped ante la infestacién con garrapatas ha sido
previamente estudiada. Sin embargo, las diferencias en los disefios experimentales dificultan
las comparaciones de los resultados (Tabor y col., 2017; Robbertse y col., 2017). En general,
estos estudios demuestran un rol esencial de genes que codifican proteinas estructurales y
de inmunidad celular a través de mecanismos innatos y adquiridos, que incluyen citocinas,

quimiocinas, células T, células B, mastocitos y granulocitos (Tabla 7. Anexo).

Las razas bovinas presentan fenotipos contrastantes con componentes genéticos para
la infestacion por R. (B.) microplus, y especies de garrapatas relacionadas, como
consecuencia de la evolucion conjunta del ganado resistente a las garrapatas y también
debido a décadas de cria selectiva. Durante muchos afos, el bovino criollo (Bos taurus)
convivié con la garrapata R. (B.) microplus, de modo que la seleccion natural actué sobre
estos individuos preservando genotipos favorables a la resistencia a ectoparasitos y
perpetuando, a lo largo de incontables generaciones, muchos genes de pequefio efecto
individual. Asimismo, la seleccion natural favorecié a aquellas garrapatas con cierta capacidad
para evadir las defensas establecidas por los hospedadores, de modo que el interfaz
parasito/huésped se basa en una relacion de equilibrio. Los animales criollos se han adaptado

a las garrapatas, como los parasitos a su sistema inmunoldgico.
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La combinacion de genes taurinos de origen britanico y cebuinos en las razas
compuestas mas utilizadas en el NOA y NEA condiciona el comportamiento productivo de los
animales. En este sentido, el nivel de infestacion en estos rodeos sera proporcional a la
composicion genética de los animales. Ante esto, muchos productores optan por criar razas
consideradas mas resistentes o aumentar el porcentaje de genes cebuinos en los rodeos. Si
bien se minimiza el impacto resultante por altos niveles de infestacion, esta practica termina
por oponerse a lo que podria ser una alternativa para incrementar la productividad de muchos
sistemas de cria de ganado de carne y hacer que el sector sea mas competitivo, aumentando
la participacion de animales B. taurus en los rodeos como una forma para mejorar

caracteristicas como por ejemplo la calidad de la carne (Biegelmeyer y col., 2012).

La resistencia a las garrapatas es un caracter heredable; han sido reportados valores
de heredabilidad variables desde 0,00 a 0,89 (Tabla 1) para distintas razas carniceras y
lecheras evaluadas en diferentes ambientes a través de métodos diversos. Estos valores
demuestran que la heredabilidad de este caracter es lo suficientemente alta como para ser
incorporada exitosamente en los programas de seleccion. Asimismo, la estimacion de
parametros genéticos confiables es un requisito para aplicar la seleccién con el fin de mejorar

cualquier caracteristica (Burrow y col., 2019; Junior y col., 2019; Simdes y col., 2019).

Tabla 1. Valores de heredabilidad (h?) obtenidos por diversos autores para la
caracteristica resistencia a garrapatas utilizando diferentes razas bovinas y desafio

experimental natural o artificial en paises del mundo.

Referencia Ubicacion Raza Desafio Experimental h?
Burrow (2001) Australia Belmont red Natural 0.42
Fraga y col. (2003) Brasil Caracu Natural 0.22
Henshall (2004) Australia Hereford x Shorton Natural 0.44
Prayaga y Henshall (2005) Autralia Razas indias, africanas y europeas y sus cruzas Natural 0.13
Cardoso y col (2006) Brasil Braford Natural 0.34
Regitano y col (2006) Brasil Nelore, Canchim, Aberdeen Angus, Simental y sus cruzas Natural 0.15
Peixoto y col (2008) Brasil Gyr x Holstein Artificial 0.21
Prayaga y col (2009) Australia Brahman Natural 0.15
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Budeli y col (2009) Sudafrica Bonsmara Natural 0.17

Turnery col (2010) Autralia Ganado lechero B. Taurus Natural 0.37

Machado y col (2010) Brasil Gyr x Holstein Atrtificial 0.21
Mapbholi y col (2017) Sudafrica Nguni Natural 0.02-0.17
Biegelmeyer (2017) Brasil Hereford y Braford Natural 0.13-0.17
Otto y col (2018) Brasil Gyr x Holstein Artificial 0.40-0.54

2.5. Estudios de asociaciéon genética

Los factores genéticos afectan la susceptibilidad y/o resistencia a enfermedades e
influyen en caracteristicas cuantitativas relacionadas. Identificar los genes involucrados no es
tarea sencilla, en parte porque cada gen causal realiza una pequefa contribucién a la
heredabilidad general. Los estudios de asociacién del genoma completo (GWAS) ofrecen un
enfoque potencialmente poderoso para mapear genes causales con efectos modestos. Estos
analisis son posibles gracias a la disponibilidad de tecnologia de microarrays que permite
analizar simultaneamente miles de polimorfismos de nucleétido simple (SNP). Los microarrays
son una coleccién ordenada de secuencias de ADN (sondas) unidas a un soporte sdlido. Cada
una de esas sondas o0 secuencias especificas o secciones cortas de un gen u otro elemento
de ADN se emplea para hibridar a una muestra de ADN (blanco o target) de manera

especifica.

Los estudios de GWAS realizados hasta el momento han identificado loci en razas
bovinas que contribuyen a la variacién de la resistencia a garrapatas en bovinos. Como
muchos otros loci de rasgos cuantitativos (QTL) para caracteristicas adaptativas, cada locus

explica un pequeno porcentaje de la variacion (Figura 5).
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Figura 5. Ubicaciones de loci de rasgos cuantitativos (QTL) y asociaciones (SNP) para la
caracteristica de resistencia a garrapatas en el genoma bovino. Color rojo: significativo; color

azul: sugestivo. Extraido (agosto 2021) de https://www.animalgenome.org.

Los primeros estudios de asociacién fueron realizados en la década del '60 por Francis
y Ashton (1967), quienes publicaron la primera asociacion entre el conteo de garrapatas y el
fenotipo de amilasa sérica (polimorfismos bioquimicos). Mas recientemente, se hallaron
diferencias en las concentraciones de proteinas del suero (haptoglobina y transferrina) en
bovinos Holstein y Nelore infestados naturalmente, por lo que se los propuso como
biomarcadores del nivel de infestacion (Carvalho y col., 2008). En la década del 80, y teniendo
en cuenta su rol central en la respuesta inmune, comenzaron los estudios de asociacion de la
resistencia a garrapatas con los loci del Complejo Mayor de Histocompatibilidad Bovino

(BoLA), ubicado en el cromosoma 23 (Stear y col., 1984, 1989, 1990). La asociacion fue


https://www.animalgenome.org/
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demostrada, aunque con inconsistencias entre los alelos resistentes o susceptibles
reportados. El desarrollo de las técnicas de ADN permitid reportar asociaciones entre
marcadores microsatélites (STRs) ligados al BoLA y alelos del gen BoLA-DRB3 con el conteo
de garrapatas; confirmando de esta manera el rol de los /oci del BoLA (Acosta-Rodriguez y
col., 2005; Martinez y col., 2006; Untalan y col., 2007). Posteriormente, el desarrollo de
paneles de STRs, y mas recientemente, microarrays de SNPs, permitieron realizar estudios
de asociacion genémica (GWAS). Los trabajos con paneles de STRs permitieron detectar
QTLs en los cromosomas 2, 10, 11, 23 y 27, que explicaron entre el 3,3 % y 5,9 % de la
varianza fenotipica (Machado y col., 2010). Por otra parte, los estudios de tipo GWAS
utilizando microarrays permitieron detectar regiones asociadas a resistencia en 13
cromosomas en ganado lechero con diferente composicién genética, explicando cada uno
alrededor del 1 % de la varianza (Barendse, 2007; Turner y col.,, 2010). Estos autores
reportaron una baja correlacién entre los alelos asociados con composicion de la leche y el
conteo de garrapatas, sugiriendo que se podria seleccionar a favor de la resistencia a este
ectoparasito sin afectar la produccién lechera. Los QTLs reportados en los cromosomas 3 y
10 fueron confirmados por Porto Neto y colaboradores (2010a, 2011) en ganado lechero y
Brahman de Australia, donde también se logré identificar el gen ITGA11 (Integrin alpha 11)y
ELTD1 (adhesion G protein-coupled receptor L4) como candidatos. Ademas, los mismos
autores realizaron un meta-analisis combinando resultados de GWAS vy transcriptomica en
razas lecheras y Brahman (Porto Neto y col., 2010b) con resultados significativos para
regiones de los cromosomas 2, 10, 13 y 19. El analisis de ontologia de los 20 genes
localizados en estas regiones permitié identificar procesos biolégicos sobrerrepresentados
(por ejemplo: quimiotaxis de leucocitos). Otros autores reportaron QTLs en los cromosomas
7, 10 y 19 en la raza sudafricana Nguni (Mapholi y col., 2016) y 10 y 23 en una poblacion
experimental F2 Gir x Holstein (Machado y col., 2012; Otto y col., 2018). En este ultimo trabajo
se identificaron genes involucrados en procesos biolégicos importantes del sistema inmune

(receptores de inmunoglobulinas TREM1, TREM2 y CD83; proteinas motoras MYOS5A,
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TREML1 y PRSS16). Recientemente, Marima y col., (2019) indicé al gen LUM (lumican)
ubicado en el cromosoma 5 como potencial biomarcador para resistencia a garrapatas y otros
genes con variacién, asociados a disminuir el suministro de sangre para alimentacion del
parasito y a respuestas inmunes. Finalmente, los paneles de SNPs fueron evaluados en el
contexto de programas de seleccidon gendmica, sugiriendo que estas herramientas podrian
ser utilizadas para mejorar la resistencia genética a garrapata y desarrollar lineas resistentes

(Cardoso y col., 2015; Mapholi y col., 2014; Sollero y col., 2017).
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3. CAPITULO 1

Variacion fenotipica de la carga parasitaria de Rhipicephalus (Boophilus)

microplus en bovinos de raza Criollo Argentino

Resumen

La evaluacion fenotipica de la resistencia genética a garrapatas permite identificar
individuos con variabilidad para la caracteristica. El bovino Criollo Argentino representa una
poblacion que ha sufrido un proceso de seleccion natural durante muchos afos. Esto permitié
obtener una raza rustica, capaz de producir en ambientes desfavorables. El objetivo de este
trabajo fue identificar variaciones fenotipicas individuales en las cargas parasitarias de R. (B.)
microplus en bovinos de raza Criollo Argentino pertenecientes al Instituto de Investigacion
Animal del Chaco Semiarido, Tucuman, Argentina. Se evaluaron 179 vaquillonas que fueron
expuestas a infestaciones artificiales sucesivas durante los afios 2015 a 2018, llegando a un
total de 663 observaciones. Para describir la variable de conteo de garrapatas se utilizé un
modelo lineal mixto, considerando los efectos fijos: afio de evaluacion, momento de
infestacion, edad de la madre y estado nutricional. El valor promedio del conteo de teologinas
obtenido permite clasificar a la raza como altamente resistente a la carga de garrapatas. La
condicion nutricional previa a las evaluaciones realizadas no afecté la respuesta individual,
sin embargo, la ganancia de peso durante las mismas influye significativamente en la
caracteristica. De esta manera, los animales con mayores ganancias de peso, cargan un
menor numero del mencionado ectoparasito. A partir de sucesivas infestaciones el
hospedador desarrolla un mecanismo de defensa mas fuerte, por lo que se propone como
metodologia de evaluacion de la carga de garrapatas en animales de raza Criollo Argentino,
la realizacion de dos infestaciones sucesivas con su correspondiente lectura los dias 20 y 21

post infestacion.
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3.1 Introduccion

El parasitismo producido por R. (B.) microplus, y los patégenos que transmite,
constituyen una importante limitacion en la produccién pecuaria ya que ocasionan en los
bovinos una disminucion en las ganancias de peso y la produccion lactea, dano en los cueros,
mortalidad, morbilidad y mayores costos por control (Spath y col., 1994). Ademas, estos
efectos pueden verse acrecentados por la asociacion existente entre niveles elevados de

carga de garrapatas y la ocurrencia de miasis (Reck y col., 2014).

La base genética de la variacion de respuesta del huésped a la infestacion de
garrapatas, dentro y entre razas, ha sido reconocida desde hace muchos afos (Wilkinson,
1955; Francis, 1966; Cardoso, 2014). Se considera que el ganado Bos indicus es
generalmente mas resistente a las garrapatas que las razas Bos taurus de origen europeo
(Utech y col., 1978; Madalena y col., 1990; Frisch y O'Neill, 1998; Wambura y col., 1998;
Bianchin y col., 2007; da Silva y col., 2007). Esto se debe probablemente a la presencia de
genes seleccionados naturalmente a lo largo de su proceso evolutivo (Ibelli y col., 2012; Ayres
y col., 2015). Ademas, se ha demostrado que las razas de ganado indigenas africanas (B.
taurus africanus), como Afrikander, Nguni y N'Dama, presentan una elevada resistencia a las
garrapatas (Scholtz y col., 1991; Fivaz y col., 1992; Mattioli y col., 1993; Mattioli y Dempfle,
1995; Mattioli y col., 2000). Con respecto a las razas criollas americanas, fue demostrado que
el ganado Criollo Argentino presenta mayor resistencia a la infestacion por garrapatas en
relacion a sus pares B. taurus no ibéricos (Guglielmone y col., 1990). Dentro de las razas que
muestran resistencia o tolerancia a la carga de garrapatas, segun lo notificado al Sistema de
Informacion sobre la Diversidad de los Animales Domésticos (DAD-IS), se puede ubicar
también a la raza criolla de Colombia Romosinuano (FAO, 2010). Asimismo, la raza local
brasilefa Criollo Lageano mostré resistencia a los ectoparasitos, con menos infestaciones
graves por larvas de Dermatobia hominis y R. (B.) microplus; estando esto asociado con

caracteristicas de la raza como pelaje mas fino (Cardoso y col. 2014). Recientemente,
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Maiorano y col. (2019) indicaron para la raza Caracu (Brasil) una resistencia intermedia a

garrapatas.

El bovino Criollo Argentino es una poblacion que ha sufrido un proceso de seleccién
natural durante aproximadamente 500 afos, lo que permitié obtener una raza rustica y capaz
de vivir en ambientes muy desfavorables (Rabasa y col., 2005). Estas caracteristicas
determinan que el Criollo Argentino pueda ser considerado como un reservorio geneético de
una especie sobre la que se ha ejercido una fuerte presién de seleccion por parte del hombre

(Bouzat y col., 1998).

El Instituto de Investigacion Animal del Chaco Semiarido (IIACS), perteneciente al
Instituto Nacional de Tecnologia Agropecuaria (INTA), trabaja con bovinos Criollo Argentino
desde la década del 50. En sus inicios, y en una primera etapa de evaluacion, el rodeo de
animales criollos cumplié el rol de testigo contra el cual contrastar los diferentes planteos de
cruzamientos de razas europeas con ganado cebu (Nelore) (Vifas, 1976). Afos posteriores,
y fuertemente asociado a los resultados obtenidos en la primera etapa, se plantearon objetivos
orientados a intensificar la caracterizacidén de esta raza. A partir de alli, y hasta la actualidad,
se avanza en profundizar los conocimientos existentes sobre este ganado poco valorado por

su apariencia, pero destacado por su rusticidad y comportamiento.

En la region subtropical subhiumeda de Argentina, Canevari y col. (2017) determinaron
que la actividad estacional de R. (B.) microplus en su fase parasitaria se caracteriza por
presentar tres picos en abundancia; el primero de estos ocurre a mediados-fines de primavera,
el segundo en verano, y el tercer y mayor pico se observa en otono. En el area de estudio, R.
(B.) microplus desarrollaria al menos tres generaciones por afio. La dinamica de su fase no
parasitaria se encuentra principalmente caracterizada por los siguientes rasgos: (a) Un
periodo no parasitario total extenso observado tras la exposicién de garrapatas hembras en
febrero y marzo (mediados de verano hasta principios de otofo); (b) un periodo no parasitario

total corto observado tras la exposicion de garrapatas hembras en octubre-diciembre (fines
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de primavera); (c) longevidad corta de larvas activas a principio y mediado de verano
(diciembre-febrero); (d) un largo periodo de incubacién de huevos producidos por hembras
expuestas desde mediados de verano a principios de otofio; (e) un corto periodo de incubacion
de huevos producidos por hembras expuestas desde mediados de primavera hasta principios
de verano, y (f) ninguna incubacion de huevos producidos por hembras expuestas a mediados

y finales de otofio e invierno.

La metodologia, adoptada internacionalmente (FAO, 1987), para la evaluacion
fenotipica de la resistencia genética a garrapata en el ganado esta basada en los trabajos de
Villares (1941), Wilkinson (1955) y Wharton y Utech (1970). El método consiste en el
monitoreo de la carga de garrapatas presente en los bovinos a través de conteos de teologinas
(hembras ingurgitadas) de un determinado tamafo sobre el lateral del animal. Ha sido
demostrado que el recuento de garrapatas, de entre 4,5 a 8 mm de largo en un dia,
proporciona una estimacion confiable de los nUmeros de garrapatas ingurgitadas que caen al
dia siguiente (Wharton y Utech, 1970). En este sentido, Utech (1978) utiliz6 infestaciones
parasitarias con aproximadamente 20.000 larvas y calculé la resistencia como el promedio en
porcentaje de larvas de garrapatas que no lograron madurar a hembras ingurgitadas,
asumiendo una relacién 1:1 en el sexo de las larvas colocadas en los animales. Esto significa
que el ganado con 100 y 1.000 hembras ingurgitadas (de las 20.000 larvas aplicadas) tendrian
99 y 90 % de resistencia, respectivamente. El ganado con mas de un 98 % de resistencia se
considera altamente resistente, entre 98 y 95 % moderada, 95 y 90 % baja, menos de 90 %

muy baja (Jonsson y col., 2014).

Utilizando este sistema de recuento estandarizado luego de la infestacion artificial con
larvas de garrapatas, las estimaciones de heredabilidad han sido bastante altas y los calculos
de resistencia son mas precisos (Porto Neto y col., 2011). Al emplear mediciones menos
exigentes (infestaciones naturales o puntajes de infestacion con garrapatas) se logran

estimaciones de heredabilidad mucho mas bajas. En este sentido, se reportaron valores de
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heredabilidad de la resistencia genética a R. (B.) microplus en bovinos con una amplia

variabilidad entre distintas poblaciones, oscilando alrededor de 0,30 (Porto Neto y col., 2011)

La evaluacion de caracteristicas adaptativas es de gran importancia para los sistemas
de produccién ganadera ya que permiten la identificacion de individuos mas tolerantes y/o
resistentes a condiciones de estrés bidtico y abidtico. Esta informacion podra luego contribuir

como criterio de seleccion en programas de mejoramiento.

Por lo tanto, el objetivo de este capitulo fue identificar variaciones fenotipicas
individuales en las cargas parasitarias de R. (B.) microplus en bovinos de raza Criollo

Argentino pertenecientes al rodeo del IIACS.

3.2 Materiales y Métodos

a) Condiciones ambientales

El lIACS se encuentra situado en la region de Llanura Deprimida, subregion salina seca-
subhumeda (Zuccardi y Fada, 1985) de la provincia de Tucuman, Argentina; ubicada a los 27°

11” de latitud sur y 65° 14” de longitud oeste (Figura 6).
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Figura 6. Ubicacion del Instituto de Investigacién Animal del Chaco Semiarido (Leales,

Tucuman, Argentina).

Esta region posee un mesoclima seco sub-humedo calido (Torres Bruchman, 1977).
Entre los meses de mayo y septiembre se registra la ocurrencia de heladas, con una
frecuencia de 16 heladas/afio. La temperatura media anual es de 19,5 °C. La media de enero
esde 25°Cyladejuliode 12a 12,5 °C. La precipitacién media anual calculada para el periodo
de anos 2010-2020 fue de 877,8 mm, con un coeficiente de variacion entre afios de 12,9 %.
Entre los meses de octubre a abril se registra el mayor porcentaje de milimetros caidos (mas

del 90 %). La evapotranspiracion potencial es de 1090 mm anuales.

b) Poblacion experimental y datos fenotipicos

El rodeo de bovinos de raza Criollo Argentino del IIACS cuenta con un total de entre 115
y 125 hembras que ingresan a servicio anualmente. Se emplean 3 a 4 toros por afo,
asignados a lotes de 30 hembras aproximadamente y teniendo en cuenta minimo parentesco
entre reproductores. La monta es natural a campo, estacionada en los meses de diciembre,
enero y febrero. Por lo tanto, los nacimientos ocurren entre septiembre y diciembre de cada
afo. La base forrajera esta constituida por gramineas megatérmicas (Chloris gayana,
Megathyrsus maximus, Brachiaria brizantha y Cynodon dactilon). Anualmente, se destetan y
recrian alrededor de 45 terneras, mientras que los machos son vendidos en su mayoria al

destete para engorde.

Para este trabajo, 179 vaquillonas de raza Criollo Argentino fueron expuestas a
infestaciones artificiales con aproximadamente 10.000 larvas de R. (B.) microplus durante los
anos 2015 a 2018. Del total de individuos evaluados, 126 animales tuvieron 4 conteos
consecutivos de garrapatas y 53 tuvieron 3 conteos. Por lo tanto, el numero de conteos

realizados resulta en un total de 663 observaciones. Cada grupo contemporaneo de
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vaquillonas estuvo integrado por aproximadamente 45 animales, con edades de entre 9 a 15

meses y un peso inicial promedio de 144,1 kg.

Desde su nacimiento y hasta el destete los animales estuvieron expuestos a la
infestacién natural con garrapata comun del bovino sobre pasturas megatérmicas. Antes de
comenzar con las infestaciones artificiales en las vaquillonas, se evalué la inmunidad
poblacional para Anaplasma spp, B. bovis y B. bigemina a través de técnicas serolégicas. Los
sueros fueron procesaron por ELISA de Competicion (ELISA-c) para Anaplasma spp y ELISA
Indirecto (ELISA-i) para Babesia spp en el laboratorio de Inmunologia y Parasitologia de la
Estacion Experimental Agropecuaria (EEA) INTA Rafaela. Ademas, previo al comienzo de la
primera infestacion de cada grupo contemporaneo, se aplicaron antiparasitarios para el control
de parasitos internos (ricobendazol 15% inyectable) y externos (bafio de inmersion con
amitraz 12,5%), teniendo en cuenta los tiempos de residualidad de los insumos utilizados.
Ademas, se aplicaron las vacunas anticlostridial y viral respiratoria. A partir de alli, y luego de
cada infestacion, los animales fueron mantenidos en potreros libres de garrapatas, logrados
a través de la siembra de un verdeo anual (Avena strigosa) para evitar errores en el conteo
posterior por incorporacién de larvas en las pasturas. La alimentacién de los animales con
base forrajera fue suplementada con racién (grano de maiz molido 1 % de peso vivo; expeller
de girasol 0,5 % de peso vivo) para lograr aumentos diarios de peso adecuados para la recria

de las hembras y su ingreso posterior a servicio.

Las larvas de garrapatas utilizadas para las infestaciones fueron obtenidas luego de la
incubacién (27 °C = 1 °C y humedad de al menos 85-86 %) de hembras adultas ingurgitadas
recolectadas del ganado infestado naturalmente en el campo (poblacion de garrapatas nativas
del IIACS). Luego de 12 dias de incubacion, alicuotas de 0,5 g de huevos (correspondientes
a = 10.000 larvas) fueron colocadas en frascos individuales y devueltas a la camara de
incubacion en las mismas condiciones hasta la eclosion. Todas las larvas utilizadas en las

infestaciones tuvieron 15 a 20 dias de edad. Dentro de cada grupo contemporaneo, los
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animales fueron infestados artificialmente en periodos separados cada 35 dias de diferencia,

vaciando el contenido de un tubo en la zona dorsal de cada uno de ellos (Figura 7).

. Dia 1 3 . Dia 35 3 Dia 70 Dia 105
1° Infestacion 2° Infestacion 3° Infestacién 2° Infestacion

Conteo dias Conteo dias Conteo dias Conteo dias
17a21 52a56 87a91 1223126

R - v .

.8 o # ]
- -

4,5-8,0 mm 4,5-8,0 mm 4,5-8,0 mm 4,5-8,0 mm

Figura 7. Esquema experimental de las infestaciones artificiales con R. (B) microplus

realizadas sobre vaquillonas de raza Criollo Argentino.

Alos 17 a 21 dias luego de cada infestacién se evalud la cantidad de teologinas (conteos
sobre el lado izquierdo de las garrapatas hembras de 4,5-8,0 mm de longitud) que concluyeron
el ciclo parasitico. Adicionalmente, se obtuvo el dato de peso de los animales mediante una
bascula para hacienda al destete y al comienzo de los conteos de garrapatas en cada
infestacién. Muestras individuales de sangre obtenidas por puncién de la vena yugular fueron

colocadas en tubos con EDTA (anticoagulante) para su posterior genotipificacion.

c) Analisis estadistico

Para describir la variable de conteo de garrapatas (cuantitativa discreta no negativa) se
utilizé un modelo lineal mixto (REML). Debido a la sobredispersion de los datos (varianza >
media) su distribucion resultd ser binomial negativa; sin embargo, para facilitar el calculo se
procedié con la transformacion logaritmica de los mismos log;o(x +1). La unidad

experimental fue considerada como el flanco izquierdo del animal. Se asumié que la
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infestacién por garrapatas podria estar influenciada por los factores fijos: a) momento del
conteo, b) edad de la madre, c) estado nutricional y d) afio de evaluacion. El momento de
conteo esta referido a los dias de recuento de teologinas realizado en las correspondientes
infestaciones sucesivas (1, 2, 3 y 4). La ganancia de peso previo al destete de terneros de
raza Criollo Argentino es influenciada por la edad de la madre al momento de paricion
(Holgado y col., 2021), por lo cual fueron consideradas las categorias: vaquillona (edad de la
madre hasta 3 afos), vaca joven (edad de la madre entre 4 y 9 afos) y vaca adulta (edad de
la madre mas de 10 afos). Debido a que todos los procesos fisiolégicos dentro del cuerpo,
incluido el sistema inmunolégico, estan influenciados por la disponibilidad de nutrientes, se
considero la ganancia de peso de los animales evaluados desde el destete y hasta finalizar el
ensayo teniendo en cuenta las categorias: pérdida de peso (valores negativos entre pesadas),
aumento adecuado (ganancia de peso de entre 0 y 200 g/dia), aumento elevado (mas de 200

g/dia).
El modelo matematico utilizado fue:
Vi = Baxaj+ Bax3e +.. + BaXaj BaX2aj + binz1j + biazzj + biszaj + bizajt €

donde vy; corresponde a la variable respuesta del logaritmo de conteo promedio de
garrapatas para el caso particular ij, B1 a B4 son los coeficientes de efecto fijo, x1jj a x4j son las
variables de efecto fijo (predictores) para la observacion j en el grupo i, bit a bis son los
coeficientes de efecto aleatorio que suponen ser multivariados normalmente distribuidos, z1j
a z son las variables de efecto aleatorio (predictores), y €;; es el error para el caso j en el
grupo i donde el error de cada grupo se supone es multivariante con distribuciéon normal. Se

incluy6 el valor cuadratico para incorporar flexibilidad al modelo y mejorar su comportamiento.

Los datos fueron analizados utilizando el programa estadistico R en el entorno RStudio
version 1.4.1103. El paquete utilizado fue el Ime4, que proporciona una salida confiable y facil

de interpretar para modelos de efectos mixtos (Bates y Maechler, 2010).
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Todos los procedimientos realizados sobre los animales fueron revisados y aprobados
por el Comité Institucional para el Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio (CICUAL), de la
Facultad de Ciencias Veterinarias de la Universidad Nacional de La Plata (Protocolo n°

41.2.14T).

3.3 Resultados y discusién

Los modelos de efectos mixtos se refieren a una variedad de modelos que tienen como
caracteristica clave tanto efectos fijos como aleatorios. Como senala Gelman (2005), existen
varias definiciones, a menudo contradictorias, de efectos fijos y efectos aleatorios. El autor
ofrece una solucion intuitiva al proporcionar su propia definicion: “Definimos efectos (o
coeficientes), en un modelo multinivel, como constantes si son idénticos para todos los grupos
de una poblacién; y variables si se les permite diferir de un grupo a otro”. El uso de modelos
mixtos hace posible la identificacién del patron de covarianza para un individuo debido a la
inclusién del efecto aleatorio animal en el modelo. Por lo general, los estudios de investigacién
de resistencia a garrapatas utilizan medidas repetidas sobre el mismo animal, debido a que
se realiza mas de una observacion por animal. Esta propiedad promueve la estructura de
correlacion entre las medidas sobre el mismo animal, y el modelo lineal mixto permite ajustar

este tipo de dato.

La regresion de Poisson es el modelo mas basico adecuado para variables de respuesta
de recuento (Long, 1997), siendo propuesto por Ayres (2013) para la evaluacién genética de
resistencia a garrapata en bovinos cruza Hereford x Nelore. Ademas, suele suceder que los
recuentos de parasitos estan muy dispersos en relacion con la distribucién de Poisson y es
preferible utilizar la distribucién binomial negativa (Fu, 2016; Mairoano y col., 2019). Sin
embargo, por facilidades de calculo, numerosos trabajos relacionados al conteo de garrapatas
realizan la transformacion logaritmica de los datos para lograr la aproximacién a una

distribucion normal (Wharton y col., 1970; Seifert, 1971; Marufu y col., 2011; Ibelli y col., 2012;
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Biegelmeyer y col., 2015; Mapholi y col., 2016). Debido a un gran numero de conteos de

garrapatas igual a 0, la transformacion de los datos se realiza mediante la férmula log1o (x +

1),

La variable respuesta de resistencia a R. (B.) microplus generalmente es considerada
como el valor promedio del conteo de garrapatas durante los dias 17 a 21 post-infestacién. La
Figura 8 exhibe la distribucién de los conteos promedio de garrapatas realizados en este
trabajo, en la que se observa un exceso de valores cercanos a 0. Esto define una
sobredispersién de los datos de conteo (varianza = 831,53; media = 33,46), lo que sugiere una
distribucion hipotética binomial negativa, confirmada mediante |la obtencién de los parametros
(size y mu) del paquete de R Mass (Venables y Ripley, 2002). Esta distribucién fue utilizada
por Maiorano y col. (2019) para un estudio comparativo entre razas de la resistencia a las
garrapatas utilizando modelos lineales generalizados mixtos, e indicaron que los modelos con
distribucion binomial negativa no se utilizan con mucha frecuencia en la metodologia de

estudios similares al llevado a cabo por ellos.
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Figura 8. Histograma de distribucion de los datos de conteo promedio de garrapatas

sobre hembras de raza Criollo Argentino.
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La Figura 9a revela los valores residuales del modelo utilizado en este trabajo, en el que
se realizo la transformacion logaritmica de los datos. Los mismos se distribuyen de manera

aleatoria y con varianza constante (Figura 9b), cumpliendo con el requisito de normalidad.
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Figura 9. a) Histograma de distribucién de los valores residuales del modelo utilizado;

b) Gréfico de residuos estandarizados vs. predichos.
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El conteo de garrapatas sobre los animales evaluados varié entre 0 y 134 (CV 89 %).
El valor de media obtenido (18 teologinas) en este trabajo para vaquillonas de raza Criollo
Argentino permiten su clasificacion como altamente resistente a la carga de garrapatas

(Jonsson y col., 2014) (Tabla 2).

Tabla 2. Medidas resumen de conteo promedio de garrapatas en bovinos de raza

Criollo Argentino.

Valor Min 1¢" Cuartil Mediana Media 3°" Cuartil Valor Max

0 6 14 18 25 134

Coincidentemente, Guglielmone y col. (1990) evaluaron el parasitismo natural por R.
(B.) microplus en diferentes biotipos bovinos, demostrando que el ganado Criollo Argentino
presentd mayor resistencia a la infestacion con respecto a sus pares B. taurus no ibéricos.
Asimismo, la raza local brasilefia Criollo Lageano muestra mayor resistencia a los
ectoparasitos que aquellos animales media sangre Angus, con menos infestaciones graves
por larvas de Dermatobia hominis y R. (B.) microplus (Cardoso y col. 2014). Segun lo
notificado por el DAD-IS (FAO, 2010), dentro de las razas que muestran resistencia a la carga
de garrapatas se encuentra también la raza criolla colombiana Romosinuano. Mas
recientemente, Maiorano y col. (2019) determinaron una resistencia intermedia a garrapatas

para la raza local de Brasil Caracu.

La convivencia por muchos afios de los animales de raza Criolla con R. (B.) microplus
en territorio americano permiti6 que la seleccién natural actie sobre los individuos,
preservando aquellos genotipos favorables a la resistencia al ectoparasito a lo largo de
numerosas generaciones. Al mismo tiempo, la seleccion natural favorecid a aquellas
garrapatas con cierta capacidad de evadir las defensas montadas por los hospederos, de

manera que el interfaz parasito/hospedero esta basada en una relacion de equilibrio. De esta
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forma, la raza Criollo Argentino pudo adaptarse a la presencia de garrapatas, asi como
también los ectoparasitos lo hicieron a su sistema inmune. En este sentido, se ha postulado,
por ejemplo, que la resistencia a tripanosomiasis y a la infestacion de garrapatas en la raza
africana N’'Dama (Bos tfaurus) se ha desarrollado a través del contacto continuo y prolongado
entre el huésped y el parasito durante varios miles de anos (Mattioli y Wilson, 1996; Mattioli y
col., 2000). Similares hipotesis fueron formuladas por Bennet y Wharton (1968), Seifert (1971)
y Barré y col. (1988) en relacién a la resistencia a R. (B.) microplus, R. (B.) decoloratus y A.
variegatum que se encuentra en las razas locales Brahman australiano, Africander y Cebu

Criollo de la isla Guadalupe, respectivamente.

En las evaluaciones realizadas en este trabajo entre 2015 a 2018 se observaron
diferencias en las distribuciones de los conteos de garrapatas. Visualmente, en el 2016 se
presentaron los menores conteos de garrapatas sobre las vaquillonas de raza Criollo
Argentino, mientras que en el 2018 los conteos fueron los que mayor valor alcanzaron (Figura

10).
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Figura 10. Boxplot representando el nimero promedio de garrapatas sobre vaquillonas de

raza Criollo Argentino durante 2015 a 2018.
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La estimacion del efecto fijo correspondiente al afio de evaluacion determiné la
existencia de diferencias significativas (Tabla 3). El intercepto correspondié al afio 2015, y por
cada cambio respecto del nivel de base, el coeficiente para el 2016 representd una reduccion
significativa de 0,50 en el valor logaritmico de la carga de garrapatas (65 % menos
garrapatas); mientras que para el 2018 el coeficiente se condijo con un aumento de 0,16 (17
% mas garrapatas), aunque sin ser de magnitud significativa. El afio 2017 evidencié una
reduccion no significativa de 0,16 con respecto al intercepto (17 % menos garrapatas). Estos
valores surgen de la interpretacion del coeficiente cuando la variable esta transformada, de

acuerdo a la formula (EXP(0,28291)-1)*100 (Tabla 3).

Tabla 3. Resultado de las estimaciones de los efectos fijos: afio de evaluacion, edad de
la madre (EM) y ganancia de peso (Aumentos Medios Diarios, AMD). Niveles de base: Afo

2015, EM Vaca adulta y AMD adecuado. Valor t: prueba estadistica para t de Student de dos

colas.

Valor estimado | Error estandar | Valor t
(Intercepto) -241,42 81,98 -2,945
Coef. término lineal -2,2398 0,98320 -2,278
Coef. término 3,5218 1,01522 3,469
cuadratico
EM Vaca Joven 0,1527 0,11264 1,356
EM Vaquillona 0,10212 0,14377 0,710
AMD Elevado -0,28291 0,09937 -2,847
AMD Pérdida de peso 0,07243 0,10475 0,691
Ano 2016 -0,50293 0,11857 -4,241
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Afo 2017 -0,15950 0,12366 -1.290

Afo 2018 0,16081 0,11815 1,361

A partir de 2011, y hasta el 2017, en el rodeo de bovinos Criollo Argentino del IIACS
se procedid con la evaluacion de precocidad sexual de las hembras como parte de la
caracterizacion productiva de la raza. Para ello, se incorporaron a servicio vaquillonas de 15
meses de edad y se obtuvieron terneros de bajo peso al nacimiento, baja ganancia de peso
pre-destete debido a una limitada aptitud lechera de la madre y, en consecuencia, bajo peso
de destete (Holgado y col., 2017). Las crias de vacas adultas de raza Criollo Argentino, de 7
a 10 afos al parto, son las que logran los mayores valores de ganancia de peso pre-destete
con respecto a vacas de otras edades (Holgado y col., 2021). Asimismo, Guitou (1983)
estudiando diversos efectos sobre razas bovinas y sus cruzas (incluido el rodeo de bovinos
Criollo Argentino del IIACS), indicd que la ganancia de peso en los terneros es afectada por
la edad de la vaca al parto a través de una relacion cuadratica, que asciende desde los 3 afos
de edad de la madre hasta alcanzar una meseta entre los 7 a 10 afios, para luego descender
nuevamente. Siendo la longevidad cualidad de la raza, la edad al parto de vacas Criollo
Argentino pertenecientes al rodeo del IIACS puede ascender hasta los 17 afos
aproximadamente. Esta condicion pre-existente en los animales evaluados podria alterar su
estatus sanitario al momento de la evaluacién (Galyean y col., 1999), teniendo en cuenta que
la nutricion juega un papel fundamental en la respuesta inmunitaria y los nutrientes pueden
influir en varios, si no en todos, los aspectos de la respuesta inmune (Ingvartsen y Moyes,
2013). En la estimacion del efecto fijo de edad de la madre en la variable respuesta de conteo
maximo de garrapatas de este trabajo, la condicion nutricional previa de las vaquillonas
evaluadas no tuvo resultado significativo (Tabla 3). Visualmente, cada ano de evaluacion
presenta un patron diferente, independientemente de la edad de las madres de las vaquillonas

integrantes de cada grupo contemporaneo (Figura 11).
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Figura 11. Representacion grafica de los datos transformados de conteo promedio de
garrapatas en vaquillonas de raza Criollo Argentino en relacion a la edad de la madre (vaca

adulta, vaca joven y vaquillona), ganancia de peso corporal (claseAMD) y afio de evaluacion.

Como se menciond anteriormente, la inmunidad del hospedador requiere de energia
metabdlica adecuada para mantener un funcionamiento 6ptimo y fluctia dependiendo de las
demandas de otros sistemas fisiologicos. Estas demandas, a su vez, seran variables segun
las condiciones ambientales, como la disponibilidad de nutrientes (Demas y col., 2010). Las
vaquillonas evaluadas en este trabajo tuvieron diferentes ganancias de peso a lo largo del
periodo de infestaciones artificiales realizadas (Figura 12). Un aumento de peso por encima
de los 200 g/d permite diferenciar de manera significativa a los animales que cargan un menor

numero de garrapatas (32 % menos de carga de garrapatas). En este sentido, los resultados
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coinciden con lo indicado por Paul y Deay (2015), quienes sefialan que el estado nutricional
del hospedador determina criticamente el resultado de la “guerra” contra patégenos invasores;
por lo cual una inmunocompetencia deficiente puede resultar en una mayor incidencia y

duracion de las infecciones.

Figura 12. Aumentos medios diarios (AMD, en kg) de vaquillonas de raza Criollo Argentino
durante el periodo de evaluacion de infestaciones artificiales con garrapatas (CG = Conteo de

garrapatas) para los anos 2015 a 2018.

Si consideramos el momento de cada infestacién realizada, visualmente se puede
senalar que los conteos de garrapatas disminuyen a medida que se avanza en el nimero de
desafios y que la segunda infestacion presenta una mayor dispersion de los datos, lo que
permite una mejor separaciéon de genotipos con mayor y menor resistencia (Figura 13). Entre
las primeras infestaciones se observo un efecto lineal decreciente significativo en la cantidad

de garrapatas presentes en los animales (Tabla 3). Sin embargo, en la cuarta infestacién se
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produjo un efecto cuadratico positivo correlacionado con un aumento no significativo en la
cantidad de garrapatas. De manera combinada, ambos efectos describen un comportamiento
parabdlico en el conteo promedio de garrapatas. Puede sospecharse que luego de la segunda
infestacion, el hospedador desarrolla un mecanismo de defensa mas fuerte. Se ha informado
que tanto los animales domésticos como los de laboratorio adquieren resistencia a
infestaciones repetidas de garrapatas (Trager, 1939; Dipeolu y Harunah, 1984; Jongejan y
col.,1989; Dipeolu, 1990; Rechav y Kostrzewski, 1991; Dipeolu y col., 1992). Ademas, el
estado nutricional de los animales a partir de la segunda infestacion pudo colaborar en la

respuesta a la infestacion con garrapatas.
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Figura 13. Boxplot de distribucién de los conteos de garrapatas en las 4 infestaciones

realizadas sobre vaquillonas de raza Criollo Argentino.

Finalmente, la fase parasitaria de la garrapata comun del bovino se desarrolla
integramente sobre el hospedador y su duracion oscila entre 20 a 41 dias, siendo
normalmente de 23 dias (dia modal) (Nava y col., 2011). En la aplicacién de infestaciones

artificiales se establece ser adecuado para muchos propositos los recuentos en los animales
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entre los dias 17 a 21 después de la infestacion. La dinamica de desarrollo del ciclo parasitario
de la garrapata en los animales de raza Criollo Argentino indica que los dias 17 y 18 post
infestacién el conteo de garrapatas de entre 4,5 y 8 mm no es elevado; siendo mayor a partir

del dia 19 y llegando a valores maximos los dias 20 y 21 (Figura 14).
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Figura 14. Valor maximo de numero de garrapatas en los 5 dias de conteo luego de cada
infestacién (donde los dias de conteo 1, 2, 3, 4 y 5 corresponden a los dias 17 a 21 post
infestacion, respectivamente). Los colores de los puntos se corresponden con el numero de

infestacion (1= negro; 2%= rojo; 3= verde; 4= azul).

En este sentido, es recomendado para el ganado cebu realizar los conteos de
garrapatas los dias 20 y 21 post infestacion; mientras que en el ganado europeo lo adecuado
es realizarlo en los dias 19 y 20 (FAO, 1987). Para el caso de Criollo Argentino, el momento
sugerido para realizar el conteo de garrapatas que completan su desarrollo sobre el animal
luego de infestaciones artificiales, coincidiria con lo indicado para el ganado cebu, siendo

posible realizarlo los dias 20 y 21 post infestacion.

3.4 Conclusiones
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La raza bovina Criollo Argentino presenta valores de conteo de garrapatas luego de
infestaciones artificiales que permiten clasificarla como de resistencia elevada y se propone
como una alternativa atractiva para el desarrollo de la ganaderia en las regiones endémicas
para el mencionado ectoparasito, ya sea como raza pura o en cruzamientos. La condicion
nutricional previa a las evaluaciones de resistencia a R. (B) microplus no afecta la respuesta
individual. Sin embargo, la ganancia de peso durante la evaluacién de los animales influye
significativamente en la caracteristica, presentando el mejor comportamiento frente a la
infestacion las vaquillonas con ganancias de mas de 200 g/d. Puede sospecharse que luego
de la segunda infestacién el hospedador desarrolla un mecanismo de defensa mas fuerte; por
lo que podria proponerse como metodologia de evaluacidn de un numero elevado de
animales, la realizacién de dos infestaciones con su correspondiente lectura los dias 20 y 21
post infestacion. Esto promoveria la obtencién del dato fenotipico para la evaluacién genética

de la caracteristica.
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4. CAPITULO 2

Estudio de asociacion genémica para resistencia genética a Rhipicephalus

(Boophilus) microplus en bovinos de raza criollo argentino

Resumen

En mejoramiento genético animal, uno de los principales métodos para realizar
mapeos de regiones cromosomicas asociadas a caracteristicas de importancia econémica
son los estudios de asociacién del genoma completo (GWAS). Las razas bovinas presentan
fenotipos contrastantes, con componentes genéticos, para la infestacion por garrapatas como
consecuencia de la evolucion conjunta del ganado resistente al ectoparasito y también debido
a décadas de cria selectiva. El objetivo de este trabajo fue detectar regiones cromosdmicas
asociadas a la resistencia a R. (B.) microplus mediante un estudio de mapeo asociativo
utilizando microarrays de mediana y alta densidad en bovinos de raza Criollo Argentino. El
registro fenotipico de conteo de garrapatas, luego de infestaciones artificiales, fue obtenido
en 231 animales durante 2015 a 2020. Los datos fueron transformados utilizando log1o (x + 1)
para asegurar su distribucién normal. A partir de las muestras de sangre se extrajo ADN
genomico para la genotipificacién de 192 animales utilizando los microarray de alta (Axiom™
Bos 1) y mediana densidad (ArBos1) de Affymetrix. Luego de los controles de calidad, y para
un total de 4227 animales incluidos en el pedigri, se obtuvieron 48210 polimorfismos de un
solo nucledétido (SNP) comunes a ambos microarrays que fueron utilizados para el analisis.
De manera exploratoria, se reconocieron regiones cromosomicas que contienen /oci de rasgos
cuantitativos (QTL) en los cromosomas 27, 11, 10, 9, 16, 13, 3, 19, 8 y 18, asociados a la
variacion de la carga de R. (B.) microplus en la poblacion de bovinos Criollo Argentino
evaluado. Los genes detectados determinaron un enriquecimiento funcional de: sistema
inmunoldgico, coagulacion de la sangre, regeneracion de tejidos, actividad endopeptidasa y

fosforilacion de proteinas. La informacién obtenida en este trabajo constituye un primer paso
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y establece la base para analisis adicionales que contribuyan en la identificacion de

biomarcadores relacionados con la resistencia a la garrapata comun del bovino en Argentina.

4.1 Introduccion

Los estudios de asociacion de todo el genoma (Genome wide association studies,
GWAS) utilizan un gran numero de marcadores distribuidos en el genoma completo para
detectar variantes asociadas con una enfermedad o caracteristica particular (Meredith y col.,
2012). La informacién aportada a través de marcadores de polimorfismo de nucleétido simple
(Single-nucleotide polymorphism, SNP) permite detectar o mapear regiones cromosémicas
asociadas a caracteristicas de importancia econémica (Quantitative trait loci, QTL), gracias al
desequilibrio de ligamiento (Linkage disequilibrium, LD) existente entre marcadores y QTLs

(Wiggans y col., 2009, Meredith y col., 2012).

Estos analisis se utilizan principalmente para identificar /loci involucrados en caracteres
de interés (Matukumalli y col., 2009), y brindan un mayor entendimiento de las bases
moleculares y de regulacién de las diferentes caracteristicas (Meredith y col.,, 2012;
Buzanskas y col., 2014). El mapeo asociativo a través de GWAS (o mapeo por desequilibrio
de ligamiento) permite encontrar lugares especificos del genoma relacionados con la variacion
de un caracter fenotipico. A su vez, es conocido que estos analisis pretenden aumentar la
productividad animal y la exactitud en las estimaciones del valor genético que determinan una
seleccion mas confiable en los programas de mejoramiento genético, aplicando la
denominada seleccién gendmica (Meuwissen y col., 2001). El poder de estos estudios esta
frecuentemente influenciado por el niumero de animales con informacion genotipica y
fenotipica confiable. Suele suceder que existe un numero considerable de animales con datos
fenotipicos y registros genealdgicos, pero solo algunos de ellos estan genotipados. Teniendo
en cuenta esto, el analisis de asociacion de un solo paso (ssGWAS), propuesto por Wang y

col. (2012), permite superar esta limitacion. Cuando el numero de animales genotipados es
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limitado, la inclusiéon de animales no genotipados en el analisis aumenta la potencia y la
precision en la estimacion de los componentes de la varianza (Howard y col., 2015). Asimismo,
la varianza desigual o ponderaciones para todos los efectos asociados del marcador SNP-
QTL en el analisis, puede aplicarse en un método de estudio de asociacion de todo el genoma
de un solo paso ponderado (WssGWAS); permitiendo mejorar la exactitud de los valores
genéticos estimados y la precision en la estimacion de los efectos de los marcadores (Wang

y col., 2012).

El primer biomarcador identificado y asociado con la carga de garrapatas fue la amilasa
sérica, que esta codificada por un /ocus ubicado en el cromosoma bovino 3 (Ashton y col.,
1968). Esto fue reafirmado por Carvalho y col. (2008), quienes indicaron que diferencias en la
concentracion sérica de algunas proteinas (haptoglobina y transferrina) podrian
potencialmente usarse como biomarcadores para monitorear el nivel de garrapatas. El
complejo mayor de histocompatibilidad bovino (MHC), conocido como antigeno leucocitario
bovino (BoLA), tiene un importante rol en el procesamiento y presentacion de antigenos. En
la década del 70, se avanzé con la deteccién de asociaciones con marcadores del BoLA
(Clase 1) utilizando la prueba de microlinfocitotoxicidad en animales de razas compuestas
expuestos a infestaciones naturales y artificiales con garrapatas (Stear y col., 1984; 1989;
1990). Esta metodologia fue luego reemplazada por otras de mayor consistencia para
describir la asociacion entre los alelos del BoLA vy la resistencia a garrapatas. En este sentido,
en 2005 se proporciond evidencia de asociacion entre resistencia a garrapatas y marcadores
microsatélites de ADN localizados en el MHC (Acosta-Rodriguez y col., 2005; Martinez y col.,
2006; Untalan y col., 2007), confirmando la participacion de esta region, ubicada en el

cromosoma 23, en la resistencia al ectoparasito.

Los actuales enfoques, que combinan biologia molecular y genética cuantitativa, han
permitido una mejor comprension de los mecanismos genéticos que subyacen a la resistencia

de las garrapatas. El analisis de ligamiento se ha utilizado para identificar numerosos QTLs
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asociados a la resistencia a las garrapatas. De esta manera, en una poblacion F2 Holstein x
Gyr de Brasil, utilizando marcadores microsatélites, se identificaron asociaciones de efecto
significativo teniendo en cuenta la influencia ambiental, en los cromosomas 2, 10 y 23
(estacion seca) y 5, 11, 23 y 27 (estacion humeda) (Gasparin y col., 2007; Regitano y col.,
2008; Machado y col., 2010). Estos QTLs explicaron el 3,3 % y el 5,9 % de la varianza
fenotipica en la carga de garrapatas y, al abarcar grandes fragmentos cromosémicos, no se
pudo avanzar en la identificacién de potenciales genes candidatos que confieren resistencia

a garrapatas.

Desde hace algunos afos, se utilizan marcadores de SNPs para identificar variantes
genéticas asociadas con rasgos complejos. Para ello, cada marcador se prueba de forma
independiente para detectar una asociacion con el rasgo de interés mientras se controla la
estratificacion de la poblacion causada por diferencias de composicion de la raza o el pedigri
entre los animales. La expectativa es que la varianza explicada por cada marcador esté
relacionada con el tamano del efecto del polimorfismo causal subyacente en el rasgo, el grado
de asociacion entre el marcador y el polimorfismo y el error experimental asociado con la
medicion del rasgo. Por consiguiente, el analisis ideal requiere una gran cantidad de
marcadores genotipados en un elevado numero de individuos, que permitan que el analisis
adquiera un poder significativo para detectar asociaciones; o bien un menor nimero de

individuos evaluados bajo condiciones muy controladas.

En la literatura han sido informados algunos estudios de GWAS relacionados a la
resistencia genética a garrapatas en bovinos. En Australia, trabajos utilizando microarrays
permitieron detectar regiones asociadas a la caracteristica en 13 cromosomas en ganado
lechero con diferente composicion genética, explicando cada uno alrededor del 1 % de la
varianza (Barendse, 2007; Turner y col., 2010). Estos autores reportaron una baja correlacién
entre los alelos asociados con composicion de la leche y el conteo de garrapatas, sugiriendo

que se podria seleccionar a favor de la resistencia a este ectoparasito sin afectar la produccion
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lechera. En las regiones del genoma identificadas, las mayores superposiciones de asociacion
con la resistencia a garrapatas se encontraron en los cromosomas 2, 10, 13y 19. Los QTLs
reportados en los cromosomas 3 y 10 fueron confirmados y explorados con mayor detalle por
Porto Neto y col. (2010a, 2011) en ganado lechero y Brahman de Australia, logrando identificar
el gen ITGA11 (Integrin alpha 11) y ELTD1 (adhesion G protein-coupled receptor L4) como
posibles candidatos. Ademas, los mismos autores realizaron un meta-analisis combinando
resultados de GWAS y transcriptémica en razas lecheras y Brahman (Porto Neto y col., 2010b)
con resultados significativos para regiones de los cromosomas 2, 10, 13 y 19. El analisis de
ontologia de los 20 genes localizados en estas regiones permitié identificar procesos
biolégicos sobrerrepresentados (por ejemplo: quimiotaxis de leucocitos). Otros autores
reportaron QTLs en los cromosomas 7, 10 y 19 en la raza sudafricana Nguni (Mapholi y col.,
2016) y 10 y 23 en una poblacion experimental F2 Gir x Holstein (Machado y col., 2012; Otto
y col., 2018). En este ultimo trabajo se identificaron genes involucrados en procesos bioldgicos
importantes del sistema inmune (receptores de inmunoglobulinas TREM1, TREM2 y CD83;
proteinas motoras MYO5A, TREML1 y PRSS16). En otro trabajo, Sollero y col. (2017)
identificaron SNPs asociados con resistencia a garrapatas en Bos taurus autosomas (BTA) 5,
11 y 15 en poblaciones de medios hermanos de ganado Hereford y Braford de Brasil.
Recientemente, Marima y col., (2019) indicé al gen LUM (/lumican) ubicado en el cromosoma
5 como potencial biomarcador para resistencia a garrapatas y otros genes con variacion,
asociados a disminuir el suministro de sangre para alimentacién del parasito y a respuestas
inmunes. Finalmente, los paneles de SNP fueron evaluados en el contexto de programas de
seleccion gendmica, sugiriendo que estas herramientas podrian ser utilizadas para mejorar la
resistencia genética a garrapata y desarrollar lineas resistentes (Cardoso y col., 2015; Mapholi

y col., 2014; Sollero y col., 2017).

En América Latina y el Caribe las poblaciones de las razas Criollas han evolucionado

en diferentes zonas agroecoldgicas en sistemas de produccion con manejo tradicional, y
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debido a la percepcion de que son poco productivas, han sido paulatinamente sustituidas por
genotipos exéticos. En Argentina, como en el resto de paises latinoamericanos, no se cuenta
en la actualidad con informacién sobre el tamafo poblacional de estas razas. Sin embargo,
se considera que existe un numero reducido de individuos (con riesgo de extincién en algunos
casos) debido a multiples factores, entre los que se senalan principalmente los siguientes: uso
indiscriminado de cruzamientos con razas introducidas; carencia de investigacion con el
énfasis necesario en las caracteristicas o productos mas sobresalientes; inestabilidad
sociopolitica y cultural; carencia de incentivos para el uso de estas razas y, finalmente, falta

de estrategias de comercializacién (Martinez, 1999).

La mayor parte de las razas bovinas criollas han sido caracterizadas mediante
marcadores genéticos autosdomicos de tipo microsatélites y uniparentales del cromosoma Y y
del ADN mitocondrial (Ginja y col., 2019). En este sentido, y a pesar de la restriccion en el
numero de individuos evaluados, en la raza criolla Blanco Orejinegro (BON) de Colombia se
informé evidencia preliminar de asociacion de algunas variantes del gen del BoLA y la
resistencia a R. (B) microplus usando un marcador tipo PCR-RFLP (Martinez, 2005). Los
estudios de genes involucrados en la respuesta inmune de las razas criollas han sido limitados
(Ortega y col., 2020), considerandose de importancia evaluar estas poblaciones para estudiar

regiones cromosémicas relacionadas a la resistencia a enfermedades infecciosas.

El objetivo de este trabajo fue detectar regiones cromosémicas asociadas a la
resistencia a R. (B.) microplus mediante un estudio gendmico utilizando microarrays de

mediana y alta densidad en bovinos de raza Criollo Argentino.

4.2 Materiales y métodos

a) Poblacién experimental
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Se obtuvieron muestras de sangre total mediante puncién de vena yugular de bovinos
de raza Criollo Argentino pertenecientes al Instituto de Investigacion Animal del Chaco
Semiarido. Las muestras fueron conservadas en tubos con anticoagulante EDTA,
acondicionadas y enviadas al Instituto de Genética Veterinaria “Ingeniero Fernando Noel
Dulout” (IGEVET, CONICET FCV- UNLP) para su genotipificacion. Para la obtencién del dato
fenotipico individual, los animales fueron evaluados mediante infestaciones artificiales
sucesivas con R. (B.) microplus durante 2015 a 2020 de acuerdo a lo descripto en el Capitulo
1. El numero de animales con registro fenotipico fue de 231, mientras que el niumero de

animales genotipados fue de 192 para un total de 4.227 incluidos en el pedigri.

Todos los procedimientos realizados sobre los animales fueron revisados y aprobados
por el Comité Institucional para el Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio (CICUAL), de la
Facultad de Ciencias Veterinarias de la Universidad Nacional de La Plata (Protocolo n°

41.2.147T).

b) Extraccion de ADN y genotipado

A partir de las muestras de sangre se extrajo ADN gendmico mediante kits comerciales
[Wizard™ Genomic DNA Purification Kit (Promega, EE. UU.) y DNeasy Blood and Tissue Kits
(Qiagen, Alemania)]. La concentracion y pureza del ADN obtenido se evalu6 en un
espectrofotdmetro NanoView (GE Healthcare, EE. UU.). Para el genotipado se utilizé6 una
plataforma GeneTitan® de Affymetrix (Santa Clara, CA, USA), que permite realizar estudios
de gran relevancia con alto rendimiento y de forma robusta y confiable al analizar microarrays

de alta o de mediana densidad.

Para este trabajo, un grupo de individuos (68 animales) fue genotipado con el microarray
de alta densidad Axiom™ Bos 1 (Affymetrix). Este microarray contiene 648.855 marcadores
SNP y permite realizar estudios de asociacion de todo el genoma para identificar variaciones

asociadas con enfermedades. Los 124 animales restantes se analizaron con el microarray de
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mediana densidad ArBos1. Este es un microarray de SNP bovino de bajo costo usado para el
analisis simultaneo de seleccion gendmica, seleccidon asistida de genes asociados a
caracteres de produccion, diagnéstico de enfermedades de origen genético, paternidad y
linajes (pedigri). Este producto ArBos1, es de disefio argentino, utiliza la tecnologia Axiom de
Affymetrix, basada en la union de sondas (oligonucleétidos de ADN) a un soporte fisico
mediante fotolitografia, lo que permite lograr mayor repetitividad entre corridas que otras
tecnologias. Especificamente, la matriz de ArBos1 cuenta con 384 microarrays/muestras por
placa, que contiene sondas para genotipificar 50.000 sitios polimérficos distribuidos en todo
el genoma bovino, cubriendo los 29 cromosomas autosdémicos, el par sexual y el ADN

mitocondrial.

Los datos brutos obtenidos a partir de estos microarrays se procesaron utilizando el
software Axiom™ Analysis Suite (Affymetrix). Los controles de calidad sobre los individuos y
los marcadores se implementaron utilizando el programa Plink 1.9 (Whole genome data

analysis toolset, http://pngu.mgh.harvard.edu/~purcell/plink/) (Purcell, 2007). Se consideré

excluir individuos con menos del 95% de call rate o éxito de genotipado (--mind 0.05) y excluir
SNPs con error de genotipado >10% (--geno 0.1), MAF <5% (--maf 0.05), equilibrio de Hardy-
Weinberg >0.001 (--hwe). Finalmente, los datos procesados se exportaron en formato .PED y
.MAP. Los bloques de ligamiento fueron considerados en ventanas de 20 SNPs contiguos. La
anotacion de los SNPs se realizé utilizando el archivo Axiom_GW_Bos_SNP_1.na35.annot
(Affymetrix) para el Bos1 y el archivo Axiom_ArBos_1.1.na35.annot (Affymetrix) para el
microarray ArBos1, y las posiciones se asignaron de acuerdo con el ensamblaje del genoma
bovino UMD 3.1. Para los pares de progenitor-progenie genotipados, los desajustes en los
errores de pedigri se verificaron mediante el porcentaje de conflictos mendelianos propuesto
por Wiggans y col. (2009) por medio del uso del software seekparentfO0 de la familia de

programas BLUPF90 (http://nce.ads.uga.edu/). El desequilibrio de ligamiento entre los SNP y
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los bloques de ligamiento se estimaron mediante los comandos --r2 --ld-window-r2 y --blocks

implementados en el software Plink 1.9.

¢) Anaélisis de asociacion genémica

Los analisis para la estimacién de los componentes de varianza y parametros genéticos;
asi como los andlisis de GWAS, se realizaron mediante el procedimiento BLUP de un solo
paso (ssGBLUP) (Aguilary col., 2010) implementado en BLUPF90 y POSTGSF90 de la familia
de programas BLUPF90 (Aguilar y col., 2010, 2011; Masuda, 2018). La ponderacion en los
efectos de los SNP (WssGBLUP) contemplo tres procesos iterativos (Wang y col., 2012). El
modelo animal utilizado se refiere especificamente a un modelo mixto con un efecto genético

aditivo individual como un efecto aleatorio.
El modelo empleado para este trabajo fue el siguiente:
y=Xb+Za+e

donde y es el vector de observaciones del conteo de garrapatas transformado (medidas
repetidas); b es el vector de efectos fijos; a es el vector de efectos genéticos aditivos animales
aleatorios; e es el vector de efectos residuales aleatorios; X y Z son matrices de incidencia
que relacionan los efectos fijos y aleatorios respectivamente a y. Se asumieron distribuciones
normales para los efectos aleatorios: a~N (0, Ho%) y e~N (0, 10%), donde H es la matriz de
relaciones que combina la informacién genémica y de pedigri, I es la matriz de identidad de
orden igual al nimero de animales y registros, 02, es la varianza genética aditiva del rasgo y

0% es la varianza residual. La inversa de H fue obtenida de la siguiente manera:

0 0

—1- 4-1
HZ=A47 %0 61 - a5}

donde A es la inversa de la matriz de relaciones basada en el pedigri para todos los

animales, G es la matriz de relaciones genomicas, A1 es la inversa de la matriz de relacion
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de pedigri para animales genotipados (Aguilar y col., 2010). Para el analisis WssGWAS, la

matriz G fue obtenida de acuerdo a VanRaden (2008) de acuerdo a la siguiente expresion:

G = ZDZ'q

donde Z es la matriz de contenido de genes ajustada por frecuencia alélica, D es la
matriz diagonal de ponderaciones para las varianzas de los SNP (inicialmente D = 1), y g es

un factor de ponderacion.

Los efectos de los SNP se determinaron a partir de los valores genéticos y los

porcentajes de la varianza explicada por las ventanas de 20 SNP adyacentes.

Los graficos Manhattan se obtuvieron a través del programa estadistico R en el entorno

RStudio version 1.4.1103 (http://www.rstudio.com/). La identificacion y visualizacion de los

genes ubicados en las regiones cromosémicas asociadas se realizé mediante el buscador
FAANGMine v1.2 (Functional Annotation of ANimal Genomes,

https://faangmine.elsiklab.missouri.edu/). Los enriquecimientos funcionales fueron obtenidos

obtenidos a partir de la base de datos STRING (https://string-db.org).

4.3 Resultados y discusion

4.3.1 Descripcién de la base de datos genética utilizada

El primer paso del analisis consistié en evaluar la eficiencia y el grado de informacién
de los dos microarrays utilizados en la poblacion de estudio, asi como en la base de datos
combinada. Para el microarray de mediana densidad ArBos 1 se obtuvo un total de 49.474
variantes (SNPs) con una tasa de genotipado de 0.9975. El Bos 1 determiné un total de
647.839 SNPs, siendo la tasa de genotipado de 0.9922. Al combinar ambos microarrays se
obtuvo un total de 48.210 SNPs comunes. La aplicaciéon de los filiros de calidad determiné
que el total de marcadores resultantes sea de 42.690 SNPs y ningun animal fuera eliminado.

La informacion de marcadores genéticos obtenida fue la utilizada para el analisis de
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asociacion genémica (Tabla 4), aportando un interesante conjunto de datos que reflejan la

diversidad polimérfica en la especie y teniendo en cuenta que los analisis de GWAS son

influenciados por el niumero y distribucién de los mismos dentro del genoma

Tabla 4. Descripcion del numero de marcadores, el intervalo promedio entre marcadores y su

desvio estandar para cada cada cromosoma autosémico de la base de datos de SNPs

utilizada para el analisis de asociacion genémica (GWAS).

Cromosoma | Numero de | Intervalos promedio | Desvio estandar
marcadores (Kb) (Kb)
BTA1 3145 50,31 42,53
BTA2 2392 56,88 67,39
BTA3 2270 52,78 62,68
BTA4 2337 50,82 47,70
BTA5 2181 55,17 74,86
BTA6 2294 51,79 62,07
BTA7 2170 51,75 52,81
BTAS8 2196 51,44 43,03
BTA9 2267 46,35 40,93
BTA10 1962 52,89 65,90
BTA11 1859 56,08 63,73
BTA12 1476 59,92 104,09
BTA13 1433 58,62 67,42




BTA14 1461 57,11 59,68
BTA15 1543 55,06 68,20
BTA16 1744 46,57 54,82
BTA17 1317 55,83 61,97
BTA18 1267 51,82 106,16
BTA19 1024 62,03 79,65
BTA20 1452 48,95 52,72
BTA21 1339 53,23 59,41
BTA22 1188 51,15 55,68
BTA23 1487 35,05 66,46
BTA24 1301 48,04 47,81
BTA25 921 44,40 51,78
BTA26 1106 46,36 60,16
BTA27 1064 42,60 50,31
BTA28 968 47,51 51,30
BTA29 1046 47,71 52,61
Total 48210 51,58 62,04

58

El desequilibrio de ligamiento (LD) entre marcadores determina el poder y la precisién

de los estudios de mapeo por asociacion, lo que influye directamente en la capacidad para
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localizar genes o Jloci responsables de caracteristicas productivas o a resistencia a
enfermedades (Goddard y Hayes, 2009; Porto Neto y col., 2014). La media y desviacion
estandar del coeficiente de correlacion al cuadrado (r?) entre SNP adyacentes fue de 0,22 +
0,25 en todos los cromosomas de la poblacién en estudio. El estimador r? se acepta como una
medida de LD en el contexto del mapeo de QTL, debido a la aplicabilidad para la estimacion
del numero de /oci necesarios para los estudios de asociacion (Pritchard y Przeworski, 2001).
En la figura 15 se presentan las estimaciones de LD en términos de la caida del valor del
coeficiente de correlacion r? con respecto a la distancia entre marcadores, asi como la

persistencia de la fase.
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Figura 15. Decaimiento del desequilibrio de ligamiento (r?) por distancia expresada en pares

de bases (PDB) para los cromosomas de la poblacién de bovinos Criollo Argentino.

En la comparacién de razas, las estimaciones de LD de menor valor a distancias cortas
son una indicacion de grandes tamafios de poblacion ancestral y se han informado para el
ganado indico en comparacion con el ganado taurino (Gibbs y col.,, 2009). De manera

consistente a lo obtenido en este trabajo, Flores-Cardoso y colaboradores (2021)
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determinaron valores similares de r? en la raza taurina africana Nguni. De acuerdo a
Meuwissen y col. (2001), la relevancia en conocer los valores de LD (en términos de
correlacion promedio) radica en que para que la seleccién sea minimamente eficiente, el LD
promedio para marcadores adyacentes debe serigual o mayor a 0,2. Los resultados obtenidos
evidencian que la poblacion en estudio tiene una distribucién de LD que permite los estudios

de GWAS.
4.3.2 Control de genealogia a través del uso de la genémica

La informacién genealdgica es una herramienta fundamental para llevar a cabo
cualquier programa de mejora genética y estudios de mapeo. A partir de la década del ‘60 el
control del pedigri en bovinos se llevd adelante a través de diversas tecnologias de
identificacion basada en marcadores genéticos; inicialmente se utilizaron grupos sanguineos
(Stormont, 1967), luego marcadores microsatélites (Davis y De Nise, 1998) y en la actualidad
se transita hacia los SNPs (Heaton y col., 2002). En este sentido, la verificacion de las
inconsistencias mendelianas permite identificar animales para los que la informacion del

pedigri y la informacién del genotipo no coinciden (Calus, 2011).

A nivel mundial, se ha demostrado mediante el uso de diferentes técnicas de ADN que
las asignaciones de paternidad tienen un error que varian entre 4 a 25 % (Banos y col., 2001).
La poblacion de bovinos Criollo Argentino del IIACS presentd una tasa de identificacion
errénea del 11 % al considerar los animales genotipados (22 animales de 192 genotipados).
Se ha estimado que una tasa de error en el pedigri del 10 % puede tener un efecto de entre
el 6 al 13 % en el coeficiente de consanguinidad, 11-18 % de reduccion en las estimaciones
del valor de cria, 2—-3 % de pérdida en la respuesta a la seleccién (Banos y col., 2001; Visscher
y col., 2002) y subestimacion de la heredabilidad (Geldermann y col., 1986; Israel y Weller,
2000). Sobre la base de la informaciéon genémica, se puedo realizar la reasignacion correcta

de padre en el 50 % de las hembras con una tolerancia maxima del 1 % (umbral) en los errores
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de genotipado previo al estudio de GWAS. En el resto de los animales se eliminé la

informacion del padre excluido del pedigri.

Las fuentes de error en la filiacion de los animales pertenecientes el rodeo de bovinos
Criollo Argentino del IIACS pueden deberse principalmente a equivocaciones en la carga de
datos y/o a prefieces por “robo” debido al ingreso temporal de toros no asignados a los lotes

de servicio debido a dificultades en el manejo y/o infraestructura.
4.3.3 GWAS resistencia a garrapatas

Utilizando una poblaciéon de la raza africana Nguni, Mapholi y col. (2016) obtuvieron
bajas a moderadas estimaciones de heredabilidad (h?) para los datos transformados del
conteo de garrapatas; indicando que estos resultados podrian deberse a un tamafo de
muestra pequefio y una variacion genética reducida presente en las razas naturalmente
resistentes al parasito. Los valores reportados por estos autores oscilaron entre 0,00 £ 0,00 a
0,17 + 0,04 considerando diversas regiones corporales de evaluacion en los animales. Otros
autores han reportado estimaciones de heredabilidad mas altas para la resistencia a las
garrapatas utilizando diversas poblaciones. En este sentido, se reportaron valores de h? de
0,37 en razas lecheras B. taurus (Turner y col., 2010), 0,39 en la raza Shorthorn (Wharton y
Roulston, 1970), 0,41 en una raza compuesta tropical (Porto Neto y col., 2014), 0,42 en una
raza compuesta de ganado de carne tropical (Burrow, 2001) y 0,54 en una poblacion
experimental Gir x Holstein (Otto y col., 2018). Teniendo en cuenta las caracteristicas de la
poblacion evaluada en este trabajo y la tasa de identificacién errénea del pedigri, para el
analisis de GWAS se utilizaron los valores de varianza aditiva y residual obtenidos por Mapholi
y col. (2016) (0%= 0,07, 0% = 0,55, h? = 0,12). Lograr una mejora genética de la resistencia en
poblaciones con estas particularidades, en comparacion con aquellas que presentan mayor

variabilidad aditiva, se torna en un trabajo mas arduo.
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El andlisis de GWAS considerando procedimientos que incluyen ponderaciones para
una ventana de SNP pueden ser la mejor opcién en comparacion con un SNP unico (Zhang y
col. 2016). Esta metodologia (WssGWAS) fue validada anteriormente por varios autores
utilizando datos de campo y, como resultado, varias asociaciones fueron encontradas (Laodim
y col., 2019; Marques y col., 2018; Medeiros De Oliveira Silva y col., 2017). En este trabajo,
se logroé la identificaciéon de 14 regiones que explican al menos un 2 % de la variacién del
caracter de conteo de garrapatas (Tabla 5). Estas regiones estan localizadas en los
cromosomas BTA 27, 11, 10, 9, 16, 13, 3, 19, 8 y 18; demostrando la naturaleza poligénica

de la caracteristica de resistencia genética a R. (B.) microplus (Figura 16).

Tabla 5. Posicién de regiones dentro de cada cromosoma (BTA) y porcentaje de
varianza genética explicada para la caracteristica de resistencia a garrapatas en bovinos

Criollo Argentino.

BTA Varianza (%) Posiciéon
27 15,01 16749958..17035351
11 12,69 80572397..81281306
27 6,39 17700709..19067353
10 4,14 7081150..7663038
9 3,98 65287509..66199183
16 3,07 10887294..11512366
13 2,81 83292226..83964916
3 2,75 21758458..22536402
19 2,45 18441557..19721894
8 2,41 106122266..107078238
27 2,34 20135410..20781570
13 2,22 45281222..46351414
13 2,20 47948217..49379048
18 2,19 56056964..57171570
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La varianza explicada por los analisis de GWAS es util cuando los objetivos estan
referidos a la cria, sin embargo, puede no ser apropiado por si sélo en la deteccion de QTL si
el propdsito final es lograr una comprension detallada de la accién de los genes. En este caso,
considerar el valor de probabilidad en los analisis es una estrategia general y eficiente para
identificar loci de rasgos cuantitativos (Aguilar y col., 2019). Al verificar si las variaciones
explicadas por estas regiones se deben al azar, utilizando el analisis de tasa de falsos
positivos (False Discovery rate, FDR) que emplea en RStudio la correccion Benjamini-
Hochberg por defecto, no se obtuvieron marcadores significativos para la caracteristica de
resistencia a garrapatas en la poblacién evaluada. Aunque el uso de las estimaciones de los
efectos de los marcadores o las varianzas explicadas considera correctamente la magnitud
de los mismos, no siempre considera correctamente la incertidumbre en la estimacién de los
efectos de los marcadores. A pesar de lo sefialado, Hammond y col. (2021) indican que las
restricciones biolégicas en las sefiales de GWAS sub-significativas pueden revelar loci
potencialmente verdaderos positivos. En este sentido, las sefiales adicionales que logran
significacion en todo el genoma en rondas sucesivas de GWAS son a menudo aquellas que
no lograron el umbral (p = 5 x 107®) cominmente utilizado en las rondas iniciales, una barra

estricta que sélo se puede cumplir cuando se trabaja con tamafios de cohorte mas grandes.
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Figura 16. Manhattan plot del porcentaje de varianza genética, explicada en ventanas de 20

SNP, para resistencia genética a R. (B.) microplus en bovino Criollo Argentino.

A fin de realizar un analisis exploratorio de los posibles marcadores asociados a
resistencia genética a garrapata comun del bovino en la poblacién de bovinos Criollo
Argentino evaluada, se avanzé en indagar sobre las regiones involucradas de acuerdo al
porcentaje de varianza explicada en orden decreciente (Tabla 5). El tipo de investigacion
exploratoria es utilizada para estudiar un problema que no esta claramente definido, por lo
que se lleva adelante con la finalidad de una mejor comprensién, pero sin proporcionar

resultados concluyentes.

Luego del proceso iterativo de ssGWAS, el mayor porcentaje de varianza genética
(15,01 %) estuvo explicado por una ventana en el BTA27, mientras que otras ventanas en el
mismo cromosoma explicaron el 6,39 y 2,34 % respectivamente. Estudios anteriores
realizados en Brasil reportaron la presencia de un QTL significativo en este cromosoma para
una poblacién F2 (Gyr x Holstein) durante la estacién lluviosa, explicando este QTL un 3,31

% de la varianza genética detectada (Machado y col., 2010), aunque su ubicacién no se
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superpone con las encontradas en este trabajo. En la tabla 6 se detallan los genes localizados
dentro de las ventanas del BTA27, y que guardan relacion con la caracteristica evaluada.
Entre estos genes se destaca el gen FGF20 (fibroblast growth factor), interesante de nombrar
teniendo en cuenta que la mayoria de los factores de crecimiento tienen acciones de induccion
del crecimiento o la proliferacion celular, entre otras. En este sentido, Whitehead y col. (2005)
indicaron que las células epiteliales activadas por heridas comienzan a proliferar y a regenerar
el tejido epidérmico en peces, siendo el gen FGF20 esencial para dar inicio a este mecanismo.
Ademas, ha sido sefialado que las células club en estos animales, consideradas como células
inmunes innatas (Pandey y col., 2021), responden a los dafios ocasionados por parasitos
externos con un incremento en su tamano y densidad (Pakk y col., 2011). En la especie
bovina, este factor de crecimiento estd involucrado en diferentes procesos bioldgicos
relacionados con la via de sefializacion del receptor del factor de crecimiento endotelial

vascular (Figura 17).

Figura 17. Red de asociacion de proteinas del gen FGF20 obtenida de la base de datos

STRING (https://string-db.org, consultado en agosto de 2021).
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La ventana de SNPs ubicada en BTA11 explico el 12,69 % de la varianza genética luego
de tres procesos iterativos. Reportes anteriores indican otras ventanas con QTLs putativos en
este cromosoma (Machado y col., 2010); mientras que Sollero y col. (2017), utilizando las
razas Braford y Hereford en Brasil, identificaron un SNP (rs 110144789) significativo en BTA11
indicando genes candidatos posicionales. Ademas, en un estudio de asociacion de todo el
genoma en el ganado sudafricano Nguni, Mapholi y col. (2016) determinaron regiones
significativas a un nivel sugerente en BTA11, como asi también en BTA10 y 19 para la
caracteristica de resistencia a garrapatas. Adicionalmente a este estudio, en el cromosoma
10, otros QTL de resistencia a las garrapatas fueron identificados en una poblaciéon F2 de
Brasil utilizando marcadores microsatélites (Regitano y col., 2008; Machado y col., 2010).
Asimismo, Turner y col. (2010) identificaron un QTL asociado con la carga de garrapatas en
BTA 10 en ganado Brahman; el cual fue confirmado posteriormente por Porto Neto y col.
(2010) quienes, al reducir el tamafo del intervalo que albergaba al mismo, identificaron un
gen candidato posicional (ITGA11, Integrin alpha 11) utilizando ganado lechero australiano y
Brahman. En el presente trabajo la ventana de SNPs ubicada en BTA10 permitié explicar el
4,14 % de variacion para la caracteristica en la poblacion evaluada, lo que refuerza lo indicado
por Porto Neto y col. (2010) quienes indican que entre los cromosomas con superposiciones
mas fuertes para la resistencia genética a garrapatas se encuentra el cromosoma 10
significativamente sobrerrepresentado (p<0.01). Entre los marcadores involucrados en la
ventana de BTA10, nosotros identificamos al gen IQGAP2 (IQ motif containing GTPase
activating protein 2). Este gen actua en la unién de los interferones de tipo | (IFN) a su receptor,
proporcionando la primera linea de defensa contra patégenos invasores (Brisac y col., 2016).
Su participacién en mejorar las respuestas inmunes innatas y adaptativas podria asociarse a

la resistencia a R. (B.) microplus en la poblacién de estudio.
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Si bien no hay reportes de asociacién entre marcadores y resistencia a garrapatas en
BTA9, en nuestro analisis aproximadamente el 4 % de la varianza encontrada fue explicada
por una ventana ubicada en este cromosoma. En esta regién, ubicado en la posicién
66.188.650, se localiza el gen THEMIS (thymocyte selection associated); el cual esta
involucrado en la respuesta adaptativa inmune de Bos taurus (G0O:0002250). Esta respuesta
se encuentra mediada por células que expresan receptores especificos para antigenos
producidos a través de un proceso de diversificacién somatica y que permiten una reaccién
secundaria mejorada a exposiciones posteriores al mismo antigeno (memoria inmunolégica);
lo que provocaria en el animal disminuciones en la carga de garrapatas ante reiteradas
exposiciones al ectoparasito (Karasuyama y col., 2020). Como se indicé en el Capitulo 1 de
este trabajo, tanto los animales domésticos como los de laboratorio, adquieren resistencia a
infestaciones repetidas de garrapatas, por lo que la participacion del gen THEMIS podria

guardar relacion con el mecanismo mencionado.

Los marcadores ubicados en los cromosomas 13 y 16 explicaron en conjunto
aproximadamente un 10 % de la varianza obtenida, aunque las ventanas encontradas no
coinciden con lo informado a partir de otros estudios de GWAS utilizando el BeadChip lllumina
BovineSNP50 (Sollero y col., 2017). En un metanalisis de estudios de expresion génica (GE)
y GWAS se considera al BTA13 dentro de un numero reducido de cromosomas en los que se
reportan regiones superpuestas de asociacién con la carga de garrapatas (Porto Neto y col.
2010). Esta lista esta integrada ademas por el cromosoma 19, que en el GWAS representd
un 2,45 % de la varianza obtenida. La ventana de marcadores obtenidos en este cromosoma
permitié detectar QTL relacionados a resistencia a enfermedades (tuberculosis y enfermedad
respiratoria bovina). Ademas, se detectaron genes de importancia, como EVI2 (ecotropic viral
integration site 2A y 2B) que actuan regulando de manera positiva la diferenciacion de
granulocitos al activarse por reacciones inmunes alérgicas. Ademas, WSB1 (WD repeat and

SOCS box containing 1) que se encuentra involucrado en la via de ubiquitinacion de proteinas
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interviniendo en las rutas del sistema inmune adaptativo y procesamiento de antigenos. El
gen KSR1 (Kinase suppressor of ras 1), encontrado en esta ventana, actua en la actividad de
la proteina quinasa que determina la fosforilacion de proteinas. En relacion a esto, la
desfosforilacion (GO0016311) ha sido mencionada como una de las vias sobrerrepresentadas
en diez genes ubicados en siete cromosomas diferentes potencialmente relacionados a la
resistencia a garrapatas (Porto Neto y col., 2010). Finalmente, entre los genes asociados a la
carga de garrapatas se localizé al gen NOS2 (nitric oxide synthase 2). Este gen produce éxido
nitrico (NO) que es una molécula mensajera con diversas funciones en todo el organismo,
involucrandose en la inflamacion a través de potenciar la sintesis de mediadores
proinflamatorios como interleucinas (IL-6 e IL-8). En un estudio realizado en una poblacién F2
B. taurus (Holstein) x B. indicus (Gyr), Reginato y col. (2008) indicaron que cuando se
compararon vacas resistentes y susceptibles, la regulacion de IL-8 se redujo en las primeras,

representando una lectura molecular para el estudio de la activacion de la via inflamatoria.

La ventana localizada en BTA3 permitié explicar un 2,75 % de la varianza resultante. Si
bien no fueron detectados genes o QTL asociados a resistencia a garrapatas, en diversos
trabajos su participacion en la variacion de la caracteristica fue reportado (Mapholi y col., 2016;
Sollero y col., 2017). Ademas, Porto Neto y col. (2011), al identificar de manera previa
polimorfismos de un solo nucleétido asociados con la resistencia a las garrapatas en el
cromosoma 3 a aproximadamente 70 Mb, también confirmaron la asociacion del SNP intrénico
rs 29019303 y su gen ELTD1 (EGF, latrophilin and seven transmembrane domain containing

1) con la carga de garrapatas.

Los marcadores de asociacion detectados en la poblacion de estudio ubicados en BTA8
coinciden con el QTL de resistencia a garrapatas reportado por Sollero y col. (2017) al estudiar
las razas Hereford y Braford en Brasil. Ademas, se detectd el gen TLR4 (Toll-like receptor 4)
que es activado por el regulador de la via de sefalizacion NMI que actua como patrones

moleculares asociados al dafio (DAMP) en respuesta a la lesién celular o la invasién de
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patdgenos, promoviendo asi la activacion del factor nuclear NF-kappa-B (por similitud). Otros
genes candidatos localizados en este cromosoma han sido propuesto como QTL de

resistencia a garrapatas (Mapholi y col., 2016).

Finalmente, el BTA18 revel6 un importante numero de genes pertenecientes a la familia
KLK (calicreina) que intervienen en la actividad endopeptidasa de tipo serina (GO:0004252).
Se ha indicado, por ejemplo, que la regulacion positiva de KLK12 en macréfagos murinos
infectados con Mycobacterium bovis juega un rol sustancial en la regulacion de la respuesta
inmune protectora modulando la autofagia, la apoptosis y las vias proinflamatorias (Sabir y
col., 2019). Ha sido reportado que las larvas de R. (B) microplus secretan inhibidores activos
de tripsina, elastasa de neutrdfilos, plasmina y calicreina plasmatica para favorecer el proceso
de alimentacion sobre el hospedador (Sasaki y col., 2004; Tanaka y col., 1999). En este
sentido, Moré y colaboradores (2019) en un estudio sobre los mecanismos genéticos
subyacentes a la variacion de la resistencia a la infestacion por garrapatas en la raza Braford
indicaron que las vias de degradacion de tejido conectivo y regeneracion de la matriz
extracelular en la piel de los animales resistentes resultaron enriquecidas por la accion de
genes como KLK1 y KLK6. Recientemente, Mantilla Valdivieso y colaboradores (2021)
identificaron al gen KLK1 regulado de manera positiva en animales susceptibles a la carga de
garrapatas, y sefalaron su importancia al estar involucrado en la sefalizaciéon de importantes
vias que conducen a la regulacion de la presion arterial, la permeabilidad vascular, la cascada
inflamatoria y la quimiotaxis de neutrdfilos, entre otros. Dentro de los genes pertenecientes a
la familia calicreina identificados en el presente trabajo, KLK1 interacciona con otras proteinas
a través de asociaciones directas (fisicas) e indirectas (funcionales) (figura 17). Los
enriquecimientos funcionales obtenidos a partir de la base de datos STRING involucran a
KLK1 en procesos biolégicos de regulacion de la coagulacion de la sangre (interaccién con

proteinas SERPING, KNG1 y F2) y funcién molecular de actividad inhibidora de
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endopeptidasa (interaccién con proteinas SERPING, KNG1, SERPINA1, SERPINA5 y NGF),

entre otros.

7 ENSBTAGO0000008612
SERPINAG (—, SERFING]
- /

Vi *q, Y 'seReiNAL

Figura 18. Red de asociacion de proteinas del gen KLK1 obtenida de la base de datos

STRING (https://string-db.org, consultado en agosto de 2021).

Se ha sugerido que los inhibidores de la serina proteasa de R. (B.) microplus pueden
estar implicados en la adhesion de las larvas en el sitio de la picadura y en la alimentacién a
partir de la sangre del hospedero (Andreotti y col., 2002). Teniendo en cuenta ésto, la familia
de proteinas tipo BPTI-Kunitz, que incluye inhibidores de serina proteasa, es utilizada en

ensayos para la elaboraciéon de vacunas contra las garrapatas (Andreotti y col., 2012).

A nivel general, entre las regiones detectadas en este estudio fueron evidenciados

diversos QTLs asociados a resistencia a enfermedades (mastitis, tuberculosis,
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paratuberculosis, carga de garrapatas) y otros relacionados al crecimiento y consumo de
alimento de los animales, como asi también al estrés térmico; los cuales podrian afectar en
forma indirecta a la caracteristica de resistencia genética a garrapatas en la poblacién de

bovinos Criollo Argentino evaluada (Tabla 6).
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Tabla 6. Genes y QTLs involucrados en las regiones detectadas, de forma exploratoria, utilizando la base de datos FAANGmine en

los cromosomas (BTA) 27, 11, 10, 9, 16, 13, 3, 19, 8 y 18 asociados a resistencia genética a R. (B.) microplus en bovinos Criollo Argentino

y trabajos de otros autores que reportaron asociaciones significativas coincidentes en estos cromosomas. En negrita se resaltan los loci

sugeridos como genes candidatos por funcién biolégica de mayor relevancia encontrados en el presente trabajo, habiendo sido sélo

considerados aquellos relacionados a bovinos para carne.

BTA Genes QTL Otros autores
27 ENSBTAG00000050692, ENSBTAG00000050561, ENSBTAG00000052749 Machado y col. (2010)
11 ENSBTAG00000051528, KCNS3, MSGN1, GEN1, SMC6, VSNL1, RAD51AP2, Tolerancia al calor, Peso Machado y col. (2010), Sollero y
TRNAC-GCA corporal col. (2017), Mapholi y col. (2016)
ENSBTAG00000045531, LOC112444625, 55_rRNA, ENSBTAG00000047159, | Ef'c'e.”cf a'.'me”t'c'ad‘.
27 ENSBTAG00000051696, gene31184, ENSBTAG00000044896, US, Pzrs‘i”;fpo'farl'a"fg:;‘; c'i‘; Machado y col. (2010)
ENSBTAG00000005559 al
materia seca
Regitano y col. (2008), Machado
10 ANKDD1B, POC5, SV2C, LOC101904784, ENSBTAG00000052974, Susceptibilidad a y col. (2010), Turner y col. (2010),
LOC101904831, IQGAP2 tuberculosis bovina Porto Neto y col. (2010), Mapholi
y col. (2016)
MRAP2, CYB5R4, RIPPLY2, ENSBTAG00000026578, LOC101907989, THEMIS, Ingesta de alimento
9 TRNAC-GCA. PTPRK residual, !ngesta de
materia seca
16 Sollero y col. (2017)
13 LOC100298309 Porto Neto y col. (2010), Sollero y
col. (2017)
GJA5, ACP6, 7SK, BCL9, ENSBTAG00000046242, LOC107132284, Aumento do peso corporal, | Mapholiy 6ol (2016), Sollero y
s LOC107132285, ENSBTAG00000046872, LOC104971520, Ingoeta do materia soca | col. (2017), Porto Neto y ool
ENSBTAGO0000035013, ENSBTAG00000054541, gened531, U6, CHD1L, FMOS, | (92n &R te B Hn : 2o11) '
ENSBTAG00000051677, LOC788724, PRKAB2
. . . Peso corporal,
LOC112442613, bta-mir-365-2, bta-mir-2333, bta-mir-193a, TRNAT-CGU, orp .
19 ENSBTAG00000050242, RAB11FIP4, EVI2A, EVI2B, OMG, LOC112442615, NF1, tusbléfgslzt:i’s'"s;‘/’i:a Porto Net°yycg|°"(é§?;?)’ Mapholi
LOC112442614, WSB1, KSR1, TRNAR-CCU, gene23827, oIS ’ '
Susceptibilidad a




ENSBTAG00000043664, LOC100137897, ENSBTAG00000046372,
LOC100848006, LGALS9, NOS2, LYRM9, ENSBTAG00000048943, NLK

enfermedades respiratorias
bovinas, Aumento de peso
corporal
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ASTN2, LOC112447849, TRNAS-AGA, ENSBTAG00000053221, TLR4

Resistencia a garrapatas,
Susceptibilidad a
paratuberculosis

Mapholi y col. (2016), Sollero y
col. (2017)

27

MICU3, FGF20

Machado y col. (2010)

13

LOC104972869, ENSBTAG00000052659, ENSBTAG00000050649, ADARB2,
ENSBTAG00000054346, WDR37, IDI1, GTPBP4

Ganancia media diaria

13

SHLD1, CHGB, TRMT6, MCM8, LOC112449307, CRLS1, LRRN4, FERMT1,
LOC112449308, TRNAC-GCA, BMP2, LOC104973807

18

SCAF1, IRF3, BCL2L12, LOC101905357, PRMT1, ADM5, ENSBTAG00000049114,
CPT1C, TSKS, AP2A1, FUZ, MED25, PTOV1, PNKP, AKT1S1, TBC1D17, IL411,
LOC107131441, NUP62, ATF5, ENSBTAG00000016997, SIGLEC11, VRKS3,
LOC112442212, ZNF473, ENSBTAG00000053998, IZUMO2,
ENSBTAG00000053322, LOC104974912, MYH14, KCNC3, LOC112442208,
NAPSA, LOC101903509, ENSBTAG00000048283, LOC112442209, NR1H2,
POLD1, SPIB, MYBPC2, FAM71E1, EMC10, LOC100335819,
ENSBTAG00000048515, JOSD2, ASPDH, LRRC4B, SYT3, C18H190rf81, SHANK1,
LOC112442210, CLEC11A, GPR32, LOC100848379, CP4, C18H190rf48,
gene23057, SNORD88B, gene23058, ENSBTAG00000042742, gene23059,
ENSBTAG00000042613, gene23060, SNORD88C, LOC101906828, KLK1, KLK15,
KLK4, KLKS5, KLK6, KLK7, KLK8, LOC107131443, KLK9, KLK10,
LOC104974917, KLK11, KLK12, KLK13, TRNAC-ACA, KLK14, CTU1,
CEACAM18, ENSBTAG00000004611, ENSBTAG00000049744, LOC508441,
ENSBTAG00000004608, ENSBTAG00000049494, LOC100138951, LOC618463,
ENSBTAG00000037537

Susceptibilidad a
paratuberculosis, Peso
corporal metabdlico, Peso
corporal

Moré y col. (2019) Mantilla
Valdivieso y col. (2021)
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A partir de 195 genes incluidos en la lista de FAANGmine, el analisis de enriquecimiento
permitié identificar aquellos términos biolégicos que estan mas relacionados a los mismos. El
proceso bioldgico de mayor relevancia en el que los genes se involucran esta referido a la
regulacién positiva de la via de sefalizacién del receptor acoplado a la proteina G (GO:
0045745). Las respuestas inmunitarias innatas y adaptativas dependen de la coordinacion y
el control espacio-temporal de la dinamica de los leucocitos entre y dentro de los 6rganos
linfoides y los tejidos periféricos. Los leucocitos perciben estas senales principalmente a
través de receptores acoplados a la proteina G que, al unirse al agonista, inducen respuestas
pro-migratorias intracelulares (Ldmmermann y Kastenmiiller, 2019), por lo que su regulacion
positiva puede relacionarse con la respuesta inmune del hospedador a R. (B.) microplus. La
Figura 18 describe la secuencia del proceso y lesiones observadas en un numero de animales
evaluados luego de infestaciones artificiales con garrapata comun del bovino, que apoyan las
asociaciones con genes del sistema inmune, coagulacién de la sangre y regeneracion de
tejidos encontradas en este trabajo. Se observa en los sitios de infestacién: irritacion,
descamacion, exudacion, formacion de costras y cicatrizacion del tejido, encontrandose esto

en concordancia con los resultados obtenidos a partir del analisis de GWAS.
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Figura 18. Secuencia de procesos y lesiones observadas sobre los animales de raza

Criollo Argentino post infestacién artificial con larvas de R. (B.) microplus.

4.4 Conclusiones

Los resultados obtenidos en este trabajo permitieron identificar, de manera exploratoria,
SNP y regiones gendmicas asociadas a la variacién de la carga de la garrapata R. (B.)
microplus en una poblacion de bovinos Criollo Argentino en los cromosomas 27, 11, 10, 9, 16,
13, 3, 19, 8 y 18. El enriquecimiento funcional determinado por los genes de mayor relevancia
(KLK, FGF20, Themis, IQGAP2, EVI2A, EVI2B, WSB1, KSR1, NOS2, TLR4) involucrados en
la caracteristica se relaciona con el sistema inmunolégico del hospedador, la coagulacion de
la sangre, la regeneracion de tejidos, la actividad de endopeptidasas y la fosforilacion de
proteinas. Ciertas regiones cromosoémicas, que albergan loci asociados al conteo del
ectoparasito sobre el animal, fueron consistentes con regiones previamente informadas en

otras razas bovinas. Seria de importancia poder aumentar el nimero de individuos de raza



74

Criollo Argentino evaluados. Sin embargo, al existir un numero de animales reducido de esta
raza a nivel nacional y regional, y por requerir un elevado costo operativo y econdémico,
considerar un meta-analisis de los estudios publicados parece ser un préximo paso Util para
validar las regiones identificadas y/o determinar otras nuevas. Ademas, avanzar en futuros
estudios de variacién genética y expresién génica de los genes candidatos presentes en las
regiones detectadas, permitiran el desarrollo de bioindicadores de resistencia y/o

susceptibilidad a la infestacion a la garrapata comun del bovino.
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5. DISCUSION GENERAL

La garrapata R. (B.) microplus es un artropodo hematéfago de gran importancia en el
ambito de la produccion ganadera bovina en todo el mundo. La resistencia del hospedador a
este ectoparasito es uno de los factores mas importantes que interviene en el control de las
garrapatas, pero se descuida en gran medida debido al desafio de la determinacion del
fenotipo (Flores-Cardoso y col., 2021). En este sentido, colaborar en definir metodologias para
la obtencién de informacion fenotipica relacionada a la caracteristica permitira aumentar el
numero de individuos evaluados y la participacion en evaluaciones conjuntas con varios

paises.

Al evaluar la carga de garrapatas en la poblacién de bovinos Criollo Argentino
perteneciente al IIACS, el valor promedio obtenido (18 teologinas) luego de infestaciones
artificiales con 10.000 larvas de R. (B.) microplus permite caracterizarla como una raza de
resistencia elevada al ectoparasito (Jonsson y col., 2014). Valores similares son obtenidos en
razas indicas (Brahman), sefaladas como las que poseen mayor resistencia a la carga de
garrapatas (Pipery col., 2009). Existen numerosos trabajos que mencionan a las razas locales
como una importante reserva de mecanismos de resistencia genética natural a las
enfermedades debido a un proceso de adaptabilidad al medio ambiente. De acuerdo con Ginja
y col. (2019), el ganado criollo representa un enorme reservorio de diversidad genética bovina,
siendo esto consistente con estudios previos en subconjuntos mas pequefios de razas criollas
que utilizaron marcadores genéticos clasicos (Magee, 2002; Ginja y col., 2010; Liron y col.,
2006; Delgado y col., 2012; Ginja y col., 2013; Egito y col., 2007; Carvajal-Carmona y col.,
2003). Teniendo en cuenta ésto, resulta necesario intensificar los esfuerzos para llevar
adelante programas dirigidos al manejo genético de las razas bovinas criollas, orientados a la
caracterizacion, conservacion y valoracion de estos recursos genéticos. Es importante superar

la brecha existente entre las herramientas gendmicas de ultima generacion actualmente
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disponibles y su aplicacion a las razas locales, especialmente en el caso de razas

infravaloradas mantenidas en regiones marginales como las criollas (Ginja y col., 2019).

La nutricibn es un modulador importante de la funcién del sistema inmunolégico,
pudiendo alterar el equilibrio entre salud y enfermedad. El frame de la raza Criollo Argentino
se condice con un animal de tamafio adulto chico, llegando a pesar la vaca adulta 430 kg en
una condicion corporal 3 (escala 1 a 5). Para lograr pesos adecuados de ingreso a servicio,
luego de su destete las hembras deben alcanzar ganancias de peso por encima de los 200 g
diarios. En nuestro trabajo, esta categoria de vaquillonas fue la que presenté el mejor
comportamiento frente a la infestacion con R. (B.) microplus. Teniendo en cuenta que la
anemia es una consecuencia inevitable de la infestacion con garrapatas (Jonsson y col.,
2006), seria de importancia considerar en estudios posteriores la evaluacién de los
parametros hematolégicos de los animales evaluados. Es posible que algunos efectos toxicos
de la secrecidn salival del ectoparasito puedan ayudar a explicar la lenta recuperacién de
algunos animales, incluso después de que se haya eliminado la infestacion y se haya

proporcionado un suministro adecuado de alimento.

Como se menciond, para una alimentacion exitosa de la sangre, las garrapatas
inyectan saliva que contiene una amplia gama de sustancias bioactivas, incluidos reactivos
vasodilatadores, anti-hemostaticos, antiinflamatorios e inmunosupresores (Nuttall, 2019).
Para contrarrestarlos, los animales hospedadores activan numerosas vias de defensa,
incluida la inmunidad innata y adquirida contra la infestacion por garrapatas (Tabor y col.,
2017); afectando el numero de ectoparasitos que se fijan sobre él y la duracion de la fase de
alimentacion. Esto ultimo determina un menor peso de las hembras ingurgitadas que se
desprenden del animal que, a su vez, se traduce en una menor oviposicion durante la fase de
vida libre de la garrapata y menor infestacion de las pasturas. Para un mismo momento de

evaluacion, en este trabajo se observé diferencias en el tamano de las garrapatas. Por lo
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tanto, resulta necesario avanzar con estudios que contribuyan a comprender el impacto de los

mecanismos implicados en la interaccion huésped-microbioma-parasito.

La diversidad polimérfica de la raza permitié detectar de manera exploratoria un
numero de genes y QTL interesantes que podrian contribuir en el entendimiento de la
resistencia genética a R. (B.) microplus. Si bien la tasa de identificacion erronea de padres en
la poblacidn de estudio no fue elevada, resulta relevante mencionar que, en los programas de
mejoramiento y evaluaciones genéticas de los animales, aumentar la precisién de la
informacién genealdgica conduce a mejores estimaciones de los parametros genéticos, asi

como conclusiones mas fiables en estudios de asociacion fenotipo-genotipo.

Las regiones cromosoOmicas asociadas a la resistencia genética a la carga de
garrapatas son consistentes con la biologia del sistema inmunolégico. La proteccion mas
efectiva de un organismo es el rechazo al ingreso a través de barreras fisicas. En este trabajo
no se evaluaron caracteristicas externas del animal, sin embargo, la densidad del pelaje, el
grosor y la pigmentacion de la piel, la vibracién de la piel y/o la capacidad de acicalamiento,
las papilas de la lengua y el olor asociado a componentes organicos volatiles han sido
indicados como factores que afectan la resistencia a R. (B.) microplus (Riek, 1956; Bennet,
1969; De Castro y col., 1985; Spickett y col., 1989; Osterkamp y col., 1999; Verissimo y col.,
2002, 2015; Martinez y col.,2006; Gasparin y col., 2007). Obtener informacion relacionada a
esta primera barrera de defensa en la raza Criollo Argentino seguramente sumara a la
comprension de la tematica. Un segundo nivel de defensa del hospedador consiste en
mecanismos tanto quimicos como celulares de respuesta rapida. En este sentido, la respuesta
innata de defensa en los sitios de invasidon concentra un conjunto de reacciones que
determinan un proceso de inflamacién. Ademas, la inmunidad adquirida por otro lado, puede
reconocer a los patégenos externos, defenderse y desarrollar una memoria de este encuentro.
Tales mecanismos son puestos en accién con la participacion de genes de respuesta inmune,

y las diferencias genéticas entre individuos pueden modificar el fenotipo originando
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alteraciones que desembocarian en cambios en los patrones de resistencia o susceptibilidad
a las enfermedades. En el analisis de GWAS de este trabajo fueron identificados genes y QTL
ligados a mecanismos de respuesta inmune innata y adquirida que podrian contribuir en la
defensa del hospedador frente a la garrapata comun del bovino. Ademas, el enriquecimiento
funcional determinado por los genes de mayor relevancia involucré mecanismos relacionados
con la coagulacion de la sangre, la regeneracion de tejidos, la actividad de endopeptidasas y
la fosforilacion de proteinas. El analisis de GWAS permitié también identificar un gran nimero
de genes no caracterizados, identificados como ARN no codificantes largos (IncRNA, long
noncoding RNA). Los genes IncRNA son estructural y transcripcionalmente similares a los
genes que codifican proteinas, con exones, intrones y procesamiento postranscripcional; sin
embargo, muestran una expresién mas baja y mas especifica de tejido (Derrien y col., 2012).
En humanos ha sido indicado que polimorfismos de un solo nucleétido en los genes de IncRNA
pueden influir en la predisposicion genética a enfermedades complejas, como enfermedades
infecciosas y autoinmunes (Rautanen y col., 2016; Kumar y col., 2013). Teniendo en cuenta
esto, es posible que los polimorfismos en los genes INcCRNA detectados de manera
exploratoria en este trabajo, contribuyan a la manifestacion de la resistencia genética a la

carga de garrapatas debido a su impacto en las interacciones moleculares.

Una limitacion de los GWAS, dentro de la disciplina del mejoramiento genético animal,
es el débil efecto de las pruebas de asociacidn entre los marcadores y los fenotipos evaluados,
situacion que tiene como consecuencia el requerimiento de un gran niumero de individuos para
detectar asociaciones significativas (Minozzi y col.,, 2012). La identificacion de loci
significativos y/o nuevos loci requeriran tamafios de muestras mas grandes, con un costo
significativo de tiempo y dinero. Resulta de importancia poder sumarse a consorcios con otros
grupos de investigacion de paises como Brasil, Australia y Sudéfrica para llevar adelante
metanalisis de estudios de asociacion. De acuerdo con Porto Neto y colaboradores (2012),

incorporar datos de diferentes fuentes permiten: 1) incrementar la confiabilidad de los estudios
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GWAS y 2) eliminar el ruido de los datos de la matriz. De esta manera, han sido identificados
nuevos genes candidatos y regiones que parecen estar involucradas en conferir resistencia a

la carga de garrapatas en el ganado bovino.
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6. CONCLUSIONES GENERALES

La raza bovina Criollo Argentino presenta valores de conteo de garrapatas, luego de
infestaciones artificiales, que permiten clasificarla como de resistencia elevada; y se propone
como una alternativa atractiva para el desarrollo de la ganaderia en las regiones endémicas
para el mencionado ectoparasito, ya sea como raza pura o en cruzamientos. La condicion
nutricional de los animales durante las infestaciones con garrapatas influye significativamente
en la caracteristica, presentando el mejor comportamiento frente a la infestacién las
vaquillonas Criollo Argentino con ganancias de peso de mas de 200 g/d. Puede sospecharse
que luego de una segunda infestacion artificial el hospedador desarrolla un mecanismo de
defensa mas fuerte (memoria inmunoldgica); por lo que se plantea como metodologia de
evaluacion de un numero elevado de animales, la realizacion de dos infestaciones

consecutivas con su correspondiente lectura los dias 20 y 21 post infestacion.

De manera exploratoria, se identificaron genes y regiones asociadas a la variacion de la
carga de la garrapata R. (B.) microplus en la poblacion de bovinos Criollo Argentino evaluada
en los cromosomas 27, 11, 10, 9, 16, 13, 3, 19, 8 y 18. Ciertas regiones cromosdémicas, que
albergan loci asociados al conteo del ectoparasito sobre el hospedador, fueron consistentes
con aquellas previamente informadas en otras razas bovinas relacionadas al sistema inmune,
(Themis, IQGAP2, EVI2A, EVI2B, WSB1,NOS2, TLR4) y a procesos de coagulacion de la
sangre (KLK1), regeneracion de tejidos (FGF20), actividad de endopeptidasas (familia KLK) y
fosforilacion de proteinas (KSR1). Resulta de interés ampliar el estudio de los genes INncCRNA,
por poder estar involucrados en procesos bioldgicos relevantes para la caracteristica. Futuros
estudios de variacién genética y expresion génica de genes candidatos presentes en las
regiones detectadas (Ej., KLK1) permitiran el desarrollo de bioindicadores de resistencia o

susceptibilidad a la infestacion a la garrapata comun.
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8. ANEXO

Tabla 7. Resumen de las caracteristicas diferenciales de los bovinos susceptibles a las garrapatas frente a los resistentes (Tabor y

col., 2017 y actualizacion elaboracién propia).

Metodologia (raza) Susceptible Resistente Conclusién ppal y referencia

Isotipado de IgG celular; ganado naturalmente Disminucion de IgG1 e IgG2 1gG1 e IgG2 sin cambios Supresion de IgG por la infestacion con
infestado sobre pasturas, susceptibles tratados con  (anticuerpos anti-glandulas garrapatas en ganado susceptible. Kashino
acaricidas con conteos >500. Vacunados con salivales solamente) y col., 2005.

GAVAC (Holstein y Aberdeen B. t. taurus vs Nelore
B. t. indicus)

Estudio genético; ganado naturalmente infestado en BoLA Clase Il DRB3.2 Clase Il DRB 3.2 del MHC asociado a
pasturas y a los 10-14 meses infestados con 10.000 resistencia a garrapatas. Martinez y col.,
larvas de garrapatas, PCR para determinar 2006.

frecuencia alélica (poblacion F2 compuesta por B. t.
indicus Gyr 1/2 x B. t. taurus Holstein 1/2

Expresion de genes por microarrays; infestaciones  Células B CLL/linfoma 10 Catepsina B Colageno (tipo Ganado susceptible regulacién en alza de

naturales por ~6 meses (muestra "naive" tomada Colageno, pro a I a2, tipo Il pro, tipo VI a3) genes de respuesta inmune y aquellos
luego de la infestacion), seguido por 5 infestaciones  Apolipoproteina Keratina Componente de envueltos en la sintesis de proteinas. BDA
artificiales en periodo de 17 meses con 20.000 a Inmunoglobulinas Receptor complemento |, q 20, proteinas de unién al olor y proteina de
25.000 larvas de garrapatas (Hereford/Shorthorny ~ 1L13, precursor a1 subcomplemento a células dendriticas B5 reguladas en alza en

ganado adaptado a ambiente tropical B. t. taurus) ambos grupos. Wang y col., 2007.



Marcadores genéticos microsatélitesy IL 4 IL8 e IL2, regulacion en baja
gPCR citoquinas, 17 meses infestacion

natural con garrapatas (B. t. indicus

Nelore, 5/8 B.t taurus 3/8 B.t. indicus

Canchim x Nelore, B.t taurus Aberdeen

Angus x Nelore, B.t taurus Simmental x

Nelore)

Expresion de genes RT-PCR, globulos Ruta de receptores tipo Toll (TLR5,
blancos periféricos, exposicion natural TLR7, TLR9, NFKBp50, MyD88,
previa a garrapatas, 7 infestaciones Traf-6, CD14, IL-1B3) Ligantes y
artificiales semanales con 10.000 receptores de quimioquinas (CCL2,
larvas mientras se mantuvieron en CCL26; CCL-1) IL10 BDA20
pasturas infestadas (Holstein Friesian

B. t. taurus vs Brahman B.t. indicus)

Mayores conteos de glébulos CD4, CD25, células T yo IL2,
blancos (WBC) Menor hemoglobina IL2Ra, IL4Ra, TNFa, CCR-1,

Expresion de genes RT-PCR y
microarray en leucocitos, infestacion
descripta en Piper et al., 2008
(Holstein Friesian B. t. taurus vs
Brahman B.t. indicus)

Elevadas inmunoglobulinas
especificas de garrapata (larvas,
glandula salivar e intestino de
adultos) - Alta IgG1 CXCL10

ligando CD40

Expresion de genes RT-PCR genes de
senalizacion de calcio en biopsias de
piel. Exposicion natural a garrapatas
seguido por tratamiento y a los 8
meses infestacion artifiacial con 10.000
larvas.Biopsias de piel a las horas 0, 3 PLCG1
y 24 post infestacion (raza compuesta

Belmont Red ~ 1/2 B. t. taurus, 1/2 B.t.

indicus, adaptado a ambiente tropical)

Expresion de proteinas y RNAm.
Infestacién descripta en Bagnall et al.,
2009. Biopsias de piel alas 0,3y 24 hs
post infestacion (raza compuesta
Belmont Red ~ 1/2 B. t. taurus, 1/2 B.t.
indicus, adaptado a ambiente tropical)

(significativos 24 hs post-
exposicion) Nucleoproteina
AHNAK (desmoyokin) CASQ

transcripcional B Proteina de

lipidos

CD14+ MHC clase Il (macréfagos) CCR-7, CXCL4, CD28, CD3E,

Genes de senalizacion de calcio

(calsequestrin) IL2 NFAT2CIP

Keratina Lipocalina 9 Catalizador
de barrera epidérmica Enzima
transglutaminasa 1 Regulador

maduracioén inducida por linfocitos
Proteinas de procesamiento de
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Los conteos de garrapatas se asociaron con
IL4. IL2 con regulacién en baja en 3 grupos
genéticos diferentes de bovinos comparados
con la pre-infestacién y la IL8 con regulacién
en baja en los bovinos resistentes
comparados con los susceptibles. Regitano
y col., 2008.

15 transcriptos incrementados
significativamente en el ganado susceptible
lo que sugieren procesos inflamatorios
innatos. Piper y col., 2008.

El ganado susceptible presenta un tipo de
respuesta innata inflamatoria con altos titulo
de IgG1, sugiriendo ademas una respuesta
de célular T. El ganado resistente produce
una respuesta estable mediada por células
T. Piper y col., 2009.

La elevacién significativa en la expresién de
genes dependientes de calcio luego de la
exposicion a garrapatas sugiere la ruta del
calcio puede ser sensible a la exposicién
parasitaria y podria contribuir a la respuesta
inmune del huésped. Bagnall y col., 2009.

El ganado resistente posee capas
epidérmicas de la piel fisicamente mas
fuertes. Kongsuwan y col., 2010.



Expresion de genes (microarrays) en
piel. Infestacion descripta en Piper et
al., 2008 (Holstein Friesian B. t. taurus
vs Brahman B.t. indicus)

Analisis gPCR luego de infestacion
artificial. Biopsias de piel de zona
lesionada (Gyr B. t. indicus x Holstein
B. t. taurus)

Analisis EST, infestacién natural con
garrapatas seguido de tratamiento
acaricida e infestacién artificial con
10.000 larvas, biopsias de piel
colectadas dia 5 y 12 post infestacion
de la base de la cola (Poblacion F2
Gyr B.t. indicus x Holstein B. t. taurus)

Inmunohistoquimica, infestacion
descripta en Piper et al., 2008.
(Holstein Friesian y Brahman).
Infestaciones artificiales semanales
(Santa Gertrudis) con 10.000 larvas,
durante 13 semanas seguido por
infestacion natural en pasturas
(Holstein Friesian B.t. taurus x
Brahman B.t. indicus; Santa Gertrudis
5/8 B.t. taurus 3/8 B.t. indicus)

Ligandos de quimiocinas (CXC) 2 y
5; (CC) 2y 8, CXCL2, CXCLS5,
CCL2, CCL8 Componente de
complemento 1y 3; factor D del
complemento (adipsina) IL8 MHC
Clase Il DRB3 Quimiocina regakina
Inhibidor de tripsina del bazo
Activador del plasmindgeno
Inhibidor peptidasa serpina clado F
Proteina proapoptotica adaptador
capazo Proteina 1 de
reconocimiento de peptiglicano
Apolipoproteina D Lisozima
Prostaglandina D2 sintasa

Transduccion de sefiales
dependientes de calcio (S100A7)
Proteina de liberacion de histamina
(TPT1) Canal epitelial de calcio
(TRPV®6) Inhibidor cisteina
proteinasa (CST6)

Antigeno CD44 Antigeno CD63
ADAM metalopeptidasa OBP
Proteina de union polyA Proteinas
ribosomales

CD45, CD45RO0 (Holstein Friesian)
Reacciones mezcladas CD45,
CD45RO0 (Santa Gertrudis)

Queratocano, osteoglicina,
lumican, colageno (tipo | y llI); Lisil
oxidasa Regulacion descendente
citocromo P450 (CYP4F3
CYP11A1) Inhibidor peptidasa
serpina clado A Fosfolipasa A2,
grupo VIl Fosfoproteina secretada
2 Potenciador procolageno C-
endopeptidasa Metabolismo de
lipidos Metabolismo de
aminoacidos Oxidoreductasas

MHC Clase | Precursor L2
catepsina Colageno Keratina
Proteinas ribosomales

CD4+, CD8+, CD25+ y células T
y® MHC Clase Il Reacciones
mezcladas CD45, CD45R0 (Santa
Gertrudis)
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Los genes involucrados en procesos
inflamatorios y respuestas inmunes regulan
en alza en el ganado susceptible. Los genes
que regulan la constitucion de la matriz
extracelular regulan en alza en los animales
resistentes. Piper y col., 2010.

El ganado susceptible desarrolla una
reaccion de hipersensibilidad no protectora.
Nascimiento y col., 2010.

Ganado resistente asociado a proteinas
estructurales y MHC Clase |; ganado
susceptible transcripcion de respuesta
inmune. Nascimiento y col. 2011.

Mayor nimero de células T yd en ganado
resistente "naive". Epitopes reconocidos por
algunos anticuerpos pueden no estar
presentes en la poblacion celular de todas
las razas o pueden expresarse en diferentes
niveles. La resistencia en Santa Gertrudis
estd asociada con una reaccion celular
menor en los sitios de ataque de las larvas.
Constantinoiu y col, 2010, 2013;Jonsson y
col, 2014.



Expresion de genes con microarray,
infestacion natural sobre pasturas (10
meses) tratamiento acaricida,
infestacion artificial con 10.000 larvas.
Biopsia de piel a las 0, 24 y 48 hs post
infestacion (Poblacion F2 Gyr B.t.
indicus x Holstein B. t. taurus)

Expresion de genes RT-PCR de
glébulos blancos periféricos,
infestacion natural sobre pasturas,
tratamiento acaricida, infestacion
artificial con 20.000 larvas. Muestras
de sangre a las 0, 24 y 48 hs post
infestacion (Poblacion F2 Gyr B.t.
indicus x Holstein B. t. taurus)

Respuesta celular y humoral (sangre),
infestaciones artificiales semanales
con 10.000 larvas durante 13
semanas, seguido de infestacion
natural en pasturas, sangre colectada
21 dias luego d ela 1° infestacion y
luego semanalmente (Santa Gertrudis
5/8 B.t. taurus 3/8 B.t. indicus)

Expresién de genes microarrays (piel)
e histologia. Tratamiento acaricida de
los terneros antes de la 1° infestacion
artificial con 10.000 larvas, biopsias de
piel con y sin garrapatas
alimentandose alos 0, 2 (larvas) y 9
(ninfas) dias. Seleccién de genes de
respuesta inmune diferencial en
infestacion con larvas comparado con
base y no estresado (sin garrapatas)
en ganado susceptible y resistente
(Holstein B.t. taurus vs Nelore B. t.
indicus)

Genes de control de iones Calcio
Citocromo P450 Leucotrieno
(CYP4F3)

CXCL10 y CXCLS8 regulacion en
baja

Elevados titulos 1IgG1;respuesta
variable IgG2 Hemoglobina y
conteo de globulos rojos
disminuidos Incremento de CD25+,
CD4+, WC1+

CD209 (guia en la produccion de
IL10) Fibroleucina (fibrinégeno tipo
2) Secretogranin-2- secretoneurin
CXC6 regulado en baja, CCL3,
CCL4 Alta afinidad precursor alfa
subunidad receptor epsilon de
inmunoglobulina (NF-kB, activacion
MAPK) Factor de complemento D
Complemento C1q CD3

Factores del complemento 1,2y 3
(C1, C2, C3); factor de
complemeto 4, factor B de
complemento, properdin, galactin,
factor de coagulacién Xllla
Metabolismo de lipidos

CD4+, CD25+ y células T yo IL10
FoxP3 CXCL10 CD25

No IgG2 Células CD4+
incrementado (previo infestacion)
Disminuidos CD3+, CD4+, CD8+
Incremento de MHC Clase I,
WC3+y CD14+

CD3+, células T yo, WC1+
Activacion de basofilos IL3
Precursor D catepsina
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Ganado resistente metabolismo de lipidos
en el control de inflamacion. ganado
susceptible respuesta en fase aguda
deteriorada. Carvalho y col., 2014.

Correlacioén entre la actividad de células T y®
y mecanismos inmunitarios en ganado
resistente. Dominguez y col., 2014.

Ganado susceptible con altos niveles de
IgG1 no protector. Piper y col., 2017.

El ganado susceptible produce mas volatiles
atractivos. El ganado resistente expone a las
garrapatas a una respuesta inflamatoria mas
temprana. Franzin y col., 2017



Dinamica celular a través de histologia,
inmunohistoquimica y citometria de
flujo. Infestacion artificial, muestras de
piel y ganglios linfaticos. (Brahman B.t
indicus, Bonsmara 5/8 B. t. indicus x
3/8 B. t. Taurus, Holstein-

Friesian B. t. Taurus). Modelo raton

Inmunofluorescencia en muestras de
piel con larvas de garrapatas
adheridas de ganado al final de un
periodo de 25 infestaciones semanales
(Santa Gertrudis 3/8 B.t indicus y 5/8
de B.t. taurus)

Secuenciacion RNA. Biopsias de piel.
Infestacién natural previa. 4
infestaciones artificiales, muestras
tomadas antes de la 1° y 24 hs luego
dela 4°. (Braford 3/8 B. t. indicus

5/8 B. t. taurus)

Expresion de genes PCR (qPCR)
muestras de biopias de piel y muestras
de sangre tomadas previo a la
infestacion y 12 hs post 6 animales por
raza infestaciones artificiales. (Angus
B. t. taurus, Brahman B. t. indicus,
Nguni B. t. taurus)

linfocitos B CD20 +

Infiltracion de eosindfilos

Mayor variabilidad de los linfocitos
Tvyd

Concentracion de CD4+ y células T
yo en los sitios de ataque

linfocitos B CD20 +

Aumento de linfocitos T CD3+
Infiltracion de eosindfilos
Aumento de macréfagos

Tendencia a mayor cantidad de
eosindfilos en los sitios de ataque

Activacién y quimiotaxis de células
inmunes: leucocitos, fagocitos y
granulocitos; representado por
citocinas, quimiocinas,

factores de crecimiento y genes
inflamatorios.

Via de sefializacion WNT

Mayor capacidad para prevenir la
alimentacion continua de las
garrapatas a través de la
reparacion continua de tejidos
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Asociacion de la susceptibilidad a las
garrapatas con regulacion diferencial de
linfocitos B en tejidos de ganglios linfaticos,
mayor variabilidad de WC1+ yd en el ganglio
linfatico, asi como una disminucion de los
linfocitos T auxiliares. Robbertse y col, 2018.

Los anticuerpos monoclonales especificos
para CD45 y CD45 RO directamente, o una
prueba para el genotipo CD45 podrian des

arrollarse como marcadores de
susceptibilidad o resistencia a las
garrapatas. Constantinoiu y col., 2018

Genes relacionados con factores de
transcripcion, estructurales de la piel y de
cicatrizacion de heridas. Los hospedadores
resistentes presentaron una respuesta
inflamatoria a la infestacion basada en
citocinas y la via de sefializacién de WNT.
Los susceptibles parecian incapaces de
reunir una inmunidad eficaz contra las
garrapatas, aunque la infestacién también
provoco sus respuestas. Moré y col., 2019.

El gen LUM (BT5) es un potencial
biomarcador para resistencia a garrapata.
Genes con variacion, los asociados a
disminuir el suministro de sangre para
alimentacion del parasito y los asociados
con respuestas inmunes. Marima y col.,
2020.



