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RESOLUCION N° 033/2023

GENERAL PIc0, 02 de Marzo de 2023.-

VISTO:

La evaluacion positiva enviada por las/los integrantes del Comité Cientifico de la Facultad de
Ciencias Veterinarias de la Universidad Nacional de La Pampa, respecto del Proyecto de Investigacion:
“‘Diversidad genética del gen BoLA-DRB3.2 en bovinos para carne de la region semiarida de La Pampa y
Su asociacion con resistencia/ susceptibilidad a leucosis”y,

CONSIDERANDO:

Que el Proyecto de Investigacion enunciado en el visto estara bajo la direccién de la Dra. Laura
BALTIAN y la co-direccion de la M.V. Delia PERATTA, participando en caracter de Investigadores/as el Ing.
Pablo REMIREZ, el Dr. Enrique SCHMIDT, el Ing. Jorge PALEZZA, la Dra. Mariangeles CLAUZURE, el Lic.
Victor LEAVI DE ASIS y el Dr. Claudio TOBAL; en caréacter de Asistentes de Investigacion el Esp. Marcelo
SIERRO y las/los estudiantes de la carrera Medicina Veterinaria Rebeca MELENDEZ, Juliana PORTADA y
Mara LEMA VICENS.

Que tendra una duracion de treinta y seis (36) meses, a partir del 01 de Enero de 2023 y hasta el
31 de Diciembre de 2025.

Que de acuerdo a la presentacion el citado proyecto es de Investigacion Aplicada.

Que participa en su desarrollo el Departamento de Produccién Animal de la Facultad de Ciencias
Veterinarias de la Universidad Nacional de La Pampa.

Que el citado proyecto ha sido presentado de acuerdo con las normas vigentes y aprobado por el
Comité Cientifico de la Facultad.

Que el Articulo 5° Anexo | de la Resolucion N° 100/99 y su modificatoria N° 88/02 del Consejo
Superior, estipula que: “Todo Programa y todo Proyecto de Investigacion que obtenga dos (2) evaluaciones
externas favorables sera acreditado mediante resolucion del Consejo Directivo de cada Facultad a la que
pertenezca’.

Que cuenta con dos (2) evaluaciones externas satisfactorias, de acuerdo con lo previsto en la
Resolucién N° 100/99 y N° 88/02 del Consejo Superior de la Universidad Nacional de La Pampa.

Que las evaluaciones fueron realizadas por la Dra. Guillermina DOLCINI (UNICEN) y el Dr.
Guillermo GIOVAMBATTISTA (UNLP).

Que en Sesion Ordinaria del Consejo Directivo del dia 02 de Marzo de 2023, puesta la acreditacion
del Proyecto de Investigacion a consideracién de los/as Sres/as. Consejeros/as, se aprueba por
unanimidad.
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PORELLO:
EL CONSEJO DIRECTIVO DE LA FACULTAD DE CIENCIAS VETERINARIAS
RESUELVE:

ARTICULO 1°: Acreditar como Proyecto de Investigacion de la Facultad de Ciencias Veterinarias de la
Universidad Nacional de La Pampa, el proyecto denominado: “Diversidad genética del gen BoLA-DRB3.2
en bovinos para carne de la region semiarida de La Pampa y su asociacion con resistencia/ susceptibilidad
a leucosis” bajo la direccion de la Dra. Laura BALTIAN y la co-direccion de la M.V. Delia PERATTA,
participando en caracter de Investigadores/as el Ing. Pablo REMIREZ, el Dr. Enrique SCHMIDT, el Ing.
Jorge PALEZZA, la Dra. Mariangeles CLAUZURE, el Lic. Victor LEAVI DE ASIS y el Dr. Claudio TOBAL,; en
caracter de Asistentes de Investigacion el Esp. Marcelo SIERRO vy las/los estudiantes de la carrera
Medicina Veterinaria Rebeca MELENDEZ, Juliana PORTADA y Mara LEMA VICENS, el cual tiene quince
(15) folios y consta en el Anexo de la presente Resolucion.

ARTICULO 2° El proyecto tendra una duracion de treinta y seis (36) meses, a partir del 01 de Enero de
2023 y hasta el 31 de Diciembre de 2025.

ARTICULO 3° Justificar los gastos que se produzcan de pasajes, viaticos, combustibles, aparatos,
material de laboratorio, etc., del citado proyecto.

ARTICULO 4°: Registrese, comuniquese. Tomen conocimiento los/as interesados/as, Secretaria de
Investigacion y Posgrado. Cumplido, archivese.

Firmado

& digitalmente
por Abelardo
Mario Ferran

Presidente
Consejo Directivo
Facultad de Ciencias Veterinarias
UNLPam
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ANEXO




1. IDENTIFICACION del PROYECTO

Corresponde al Anexo de la Resolucion N° 033/23 C.D.

UNIVERSIDAD NACIONAL DE LA PAMPA
Facultad de Ciencias Veterinarias

1.1. TITULO del PROYECTO: Diversidad genética del gen BoLA-DRB3.2 en bovinos para carne de la
region semiérida de La Pampa y su asociacion con resistencia/ susceptibilidad a leucosis.

1.2. TIPO de INVESTIGACION: Aplicada

1.3. CAMPO de APLICACION PRINCIPAL: -

1.4. CAMPOS de APLICACION POSIBLES: -

1.5. AREA DE CONOCIMIENTO: Salud

1.6. SUB AREA DE CONOCIMIENTO: Ciencias Agricolas y Veterinarias

2. INSTITUCIONES y PERSONAL que INTERVIENEN en el PROYECTO

2.1. AREAS, DEPARTAMENTOS y/o INSTITUTOS: Departamento de Producciéon Animal FCV,

UNLPam

2.2. OTRAS INSTITUCIONES: -

2.3. EQUIPO DE TRABAJO:

2.3.1. INTEGRANTES

Apellido y Nombre CUIL Titulo Categ | Respon Cétedra Cargo Tiempo

Acadé . sabili- 0 y Dedicac.

mico Invest | dad (1) Institucion Dedicacion | Hs./Sem

Baltian, Laura 27-16438866/8 | Dra. M D Genética 'y  Mejoramiento | Prof ADJ E 20
Animal

Peratta, Delia 27-16460330/5 | M.V. M CD Genética 'y  Mejoramiento | JTP SE 10
Animal

Remirez, Pablo 23-29361341/9 | Ing. V | Genética 'y  Mejoramiento | Adscripto 4

Animal
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Schmidt, Enrique 20-18348760/5 | PhD. W% | Genética 'y  Mejoramiento | Prof TIT. S
Animal

Palezza, Jorge 20-13737741/2 | Ing. \Y | Bioestadistica Prof ADJ

SE

Clauzure, 27-30782086/8 | Dra. - | Genética 'y  Mejoramiento | Adscripta

Mariangeles Animal

Leavi De Asis, | 20-37055646/7 | Lic. - | Genética 'y  Mejoramiento | Adscripto

Victor Animal

Tobal, Claudio 20-21704464/3 | Dr. v | Producciéon de Bovinos para | Prof ADJ E
Carne

Sierro, Marcelo 20-20589115/4 | M.V. Y Al Producciéon de Bovinos para | Ay 1° SE
Carne

Melendez, Rebeca | 27-39967211/8 | Estudiante | - Al FCV UNLPam Estudiante

Portada, Juliana 27-35240282/1 | Estudiante | - Al Genética 'y  Mejoramiento | Adscripta
Animal

Lema Vicens, Mara | 27-37826562/8 | Estudiante | - Al FCV UNLPam Estudiante

(1) D: Director, CD: Co-Director, A: Asesor, I: Investigador, Al: Asistente de Investigacion.

2.3.1. BECARIOS:

Tiempo de
Apellido y Nombre Organismo que Tipo de Beca Director Dedicac.
Financia Hs./Sem.
2.3.2. TESISTAS:
Titulo Titulo Proyecto Tiempo de
Apellido y Nombre Académico de Organismo Director Dedicac.
al que Tesis Hs./Sem.
Aspira
2.3.3. PERSONAL de APOYO:
Tiempo de
Apellido y Nombre Categoria (Adm., Lab., Campo, etc.) Dedicac.
Hs./Sem.
2.3.4. INVESTIGADORES en PLAN de TESIS:
Tiempo de
Apellido y Nombre Funcién Titulo Proyecto Dedicac.
de Tesis Hs./Sem.
Director
Co-Director
Tesista

3. DURACION ESTIMADA del PROYECTO:

3.1. FECHA de INICIO: 01/01/2023 FINALIZACION: 31/ 12/2025
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4. RESUMEN del PROYECTO:

La leucosis bovina enzootica (LBE) es una enfermedad infecciosa que trae aparejados dafios en la
sanidad animal y economicos asociados con la infeccién incluyendo una baja produccién de carne y
leche, ademas de una vida productiva corta por la infeccién y el descarte de ganado con linfoma. El
complejo mayor de histocompatibilidad bovina (BoLA) es usado como marcador de enfermedades y
rasgos inmunoldgicos en el ganado. El objetivo general sera determinar la diversidad genética del gen
BoLA-DRB3.2 en bovinos para carne y su asociacion con resistencia/ susceptibilidad a leucosis. La
asociacion entre alelos del BoLA-DRB3.2 y leucosis se basara en un estudio caso/control. La poblacion
de bovinos (N=100) sera dividida en dos grupos: grupo caso: >10.000 linfocitos/ pl en sangre y que
sean positivos para el andlisis seroldgico con la prueba de Doble Inmunodifusion en Agar (DIDA). El
grupo control: < a 10.000 linf/ pl y negativos para DIDA. Los marcadores BoLA-DRB3 se tipificaran por
PCR-RFLP y PCR-SBT. El test exacto de Fisher y Odds Ratio (OR) de Woolf-Haldane se utilizarén
para estudiar la asociacion entre leucosis y las variantes alélicas. La deteccion y el diagnostico precoz
de la enfermedad son fundamentales para disminuir su propagacion y las pérdidas econdémicas que
provoca.

4.1 Palabras claves:
Leucosis/ linfocitos/resistencia / susceptibilidad/Gen DRB3

4.2 Abstract en Inglés:

Enzootic bovine leukosis (EBL) is an infectious disease that brings with it economic damages
associated with infection includes low meat and milk production, shortened productive life due to
infection, and culling of cattle with lymphoma. The bovine leukocyte antigen (BoLA) is used as a marker
of diseases and immunological traits in cattle. The general objective will be to determine the genetic
diversity of the BoLA-DRB3.2 gene in beef cattle and its association with leucosis
resistance/susceptibility to leukosis. The association between BoLA-DRB3.2 alleles and leucosis will be
based on a case/control study. The bovine population (N=100) will be divided into two groups: case
group: >10,000 lymphocytes/pl in blood, and positive for serological analysis with the Double
Immunodiffusion Agar (DIDA) test. The control group: <10,000 lymph/ul and negative for DIDA. BoLA-
DRB3.2 markers will be typed by PCR-RFLP and PCR-SBT. Fisher's exact test and Woolf-Haldane
Odds Ratio (OR) will be used to study the association between leukosis and allelic variants. Early
detection and diagnosis of the disease are essential to reduce its spread and the economic losses it
causes.

4.3. Key words:
Leukosis/lymphocytes/Resistance/Susceptibility /Gene DRB3.2

5. INTRODUCCION y ANTECEDENTES

51. INTRODUCCION, MANEJO DE FUENTES BIBLIOGRAFICAS y DESCRIPCION de la
SITUACION ACTUAL del PROBLEMA.

La leucosis bovina enzodtica (LBE) es una enfermedad infecciosa causada por el retrovirus de la
leucemia bovina (VLB). Las infecciones por el VLB se han extendido por todo el mundo y es la
enfermedad neoplasica mas comun que afecta al ganado. Este virus se integra como un provirus en el
ADN de los linfocitos B y una amplia gama de tipos de células. La infeccién dura toda la vida (Aida et al.
2013).
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La mayoria de los bovinos infectados con VLB son asintomaticos, pero aproximadamente un tercio de
ellos padecen linfocitosis persistente (LP) caracterizada por una expansion de células B policlonales no
malignas y entre el 1% y el 5% desarrollan leucemia/linfoma de células B después de una latencia
prolongada (Gillet et al. 2007).

El sistema inmunitario del ganado infectado se deteriora, incluso durante las etapas latentes de la
leucemia, y esto conduce a la incapacidad de los animales para mantener un rendimiento normal (Frie
y Coussens 2015).

El dafio econémico asociado con la infeccion incluye una baja produccién de carne y leche, una vida
productiva mas corta debido a la infeccién y dafios asociados con el descarte de ganado debido al
linfoma (Nakada et al. 2022; Benitez et al. 2020; Nekouei et al. 2016). Ademas, el ganado posee una
mayor susceptibilidad a otras enfermedades de etiologia infecciosa, del tipo de la mastitis, diarrea,
neumonia, pero el efecto sobre la fertilidad fue escaso (Emanuelsson et al. 1992). Si bien existen
evidencias que las vacas infectadas pueden tener una menor produccion de leche y una disminucién de
la respuesta inmunoldgica a otras enfermedades, (Baltian et al. 2014, 2016) el foco de impacto es la
limitacién que genera la infeccion para la exportacién de vacunos y la comercializacion de semen y
embriones.

De esto surge que los costos directos se deben a una disminucion en la productividad animal y en la
longevidad de las vacas; los indirectos son causados por las restricciones que se imponen a la
importacion de animales y sus productos de las areas infectadas.

La mayoria de las regiones europeas han implementado un programa de erradicacion eficiente, pero la
prevalencia de VLB sigue siendo alta en todo el mundo. Poco se ha estudiado en cuanto a rebafios de
carne, tanto en Argentina como en el resto del mundo.

En Argentina durante el periodo 1989-1993 se evaluaron 9.114 bovinos lecheros de la raza Holando
Argentino y 5.519 bovinos de razas productoras de carne, usando la técnica de inmunodifusién en gel
de agar (IDGA), obteniéndose un 9,3% y 1,8% respectivamente de animales positivos a VLB (Alvarez
Rubianes, 2017).

El control de la enfermedad no es factible aun porque todavia no existe una vacuna eficaz contra ella,
aunque se estan desarrollando. En Argentina un grupo de INTA Castelar investiga sobre una vacuna
que consiste en una cepa atenuada de virus/provirus que impide la infeccion con la cepa salvaje y en
consecuencia impide el desarrollo de la enfermedad, pero aun faltan pruebas para el desarrollo del
producto final (Trono et al. 2022).

Por tanto, la deteccion y el diagndstico precoz de la enfermedad son fundamentales para disminuir la
diseminacion y las pérdidas econdmicas que provoca (Marawan et al. 2021). Por estas razones Trono
(2022), Porras et al. (2022) y la Organizacion Mundial de Sanidad Animal (OIE), han catalogado a la
LBE como una enfermedad que puede causar impactos drasticos, incluso en el comercio internacional.

El VLB se transmite principalmente a través de la transferencia de linfocitos infectados a través de rutas
horizontales y verticales (Nakatsuchi et al. 2022).

La transmisidn horizontal, se refiere a la propagacion a través de la sangre que contiene células
infectadas y puede ocurrir mediante el uso repetido de jeringas y guantes para exdmenes rectales,
descorne y castracion, asi como a través de insectos chupadores de sangre (Bartlett et al., 2014;
Kohara et al., 2018, Panei et al. 2019). Los animales portadores no tienen sintomas y por lo tanto
constituyen la gran fuente de contagio en los rodeos. En las secreciones como la leche, sangre,
calostro, secrecién nasal, saliva, semen y orina se pueden llegar a encontrar linfocitos infectados,
transformando a estos fluidos en una fuente de contagio. No obstante, la mayor proporcion de linfocitos
infectados se encuentran obviamente en la sangre, por lo tanto, cualquier medida de manejo o practica
veterinaria como extraccion de sangre, vacunacion, castracion, descorne, aplicacion de inyectables,
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cirugias, palpacion rectal, tacto, tatuaje, etc. que se practican sin tomar las medidas higiénico-sanitarias
correspondientes, son una importante forma de diseminacion iatrogénica de la enfermedad.

La informacion sobre la carga proviral podria tenerse en cuenta al controlar el VLB en rodeos de alta
prevalencia. EI ganado puede infectarse a cualquier edad, incluida la fase embrionaria. La mayoria de
las infecciones son subclinicas, pero un porcentaje del ganado mayor de 3 afios (= 30%) desarrolla
linfocitosis persistente.

Sin embargo, menos del 5% del ganado infectado con VLB desarrollara linfoma, lo que sugiere que,
ademas de la infeccidn viral, los polimorfismos genéticos del huésped pueden desempefiar un papel en
la susceptibilidad a la enfermedad (Baltian et al. 2014, Baltian et al. 2016; Lo et al. 2020). También se
ha registrado infeccién natural en bufalos (Meas et al., 2000) y en ovejas Djilali et al. 1987.

Los sintomas clinicos, cuando se presentan, dependen de los érganos afectados. EI ganado con
linfosarcomas casi siempre muere subitamente, en semanas o0 en meses después de la aparicion de
los sintomas clinicos.

Los genes del Complejo Principal de Histocompatibilidad (MHC) son de importancia para los criadores
de animales y genetistas porque juegan un rol central en la respuesta inmune y han sido asociados con
resistencia/susceptibilidad a una amplia cantidad de enfermedades. En bovinos, el MHC se denomina
Antigeno Leucocitico Bovino (BoLA) y se encuentra localizado en el cromosoma 23 (Amorena y Stone,
1978; Spoone et al. 1978). El ganado bovino que porta el alelo del antigeno leucocitario bovino (BoLA)-
DRB3*009:02 mantienen cargas provirales de BLV indetectables y no eliminan el virus incluso cuando
estan infectados (Notsu et al. 2021).

Diferentes autores han asociado los polimorfismos presentes en los genes del BoLA con enfermedades
infecciosas como mastitis, leucosis, dermatofilosis y ectoparasitos (Xu et al. 1993; Burbano et al. 2005;
Martinez et al. 2006; Juliarena et al. 2008; Panei et al. 2019). Estas enfermedades han sido asociadas
principalmente a los polimorfismos presentes en el segundo exon del gen de clase | BoLA-DRB3
(Takeshima y Aida, 2006; Diaz et al. 2010, Baltian et al. 2014, Baltian et al. 2016).

5.2. RESULTADOS ALCANZADOS POR el (los) INTEGRANTE(S) del PROYECTO DENTRO del
AREA de CONOCIMIENTO del MISMO:

Desde hace 15 afios, en la catedra de Genética y Mejoramiento se viene estudiando la estructura y
variabilidad genética del Complejo Principal de Histocompatibilidad en bovinos. Durante este periodo se
viene describiendo la variabilidad genética de genes de clase Il, tales como, la region promotora
proximal (URR) del gen DRB3, el exon 2 del gen DRB3 y el gen DQA1. Se describieron las regiones
polimérficas y se llevaron a cabo estudios de asociacion con enfermedades infecciosas, tales como
mastitis y leucosis en ganado lechero. Estos estudios resultaron en la publicacion de articulos
cientificos en revistas nacionales e internacionales, presentaciones en reuniones cientificas, becarios
de grado y una Tesis Doctoral. Los trabajos se realizaron en colaboracién del laboratorio de animales
domésticos IGEVET-CONICET, UNLP.

5.3. TRABAJOS de INVESTIGACION de los INTEGRANTES del EQUIPO, EN ESTA U OTRA
INSTITUCION, RELACIONADOS al PROYECTO:

Proyectos

-Asociacion Genética entre Loci de Histocompatibilidad de Clase Il y Nimero de Células Somaticas en
Leche de Ganado Holstein de la provincia de La Pampa”. 2006-2010.

-Tesis de Doctorado en Ciencias Veterinarias. Facultad de Ciencias Veterinarias, UNLP: Dra. Laura R.
Baltian.
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-Polimorfismos de la Region Promotora Proximal del Gen BoLA-DRB3 y su Asociacion con la
Resistencia/Susceptibilidad a Leucosis y Mastitis en Ganado Holstein de la Provincia de La Pampa.
2011-2014.

-Estudio de asociacion entre alelos del gen BoLA-DRB3.2 con rasgos de produccion lechera y mastitis
evaluada por CCS en ganado Holstein de la regién Pampeana. 2017-2022.

Publicaciones

-Baltian LR, Ripoli MV, Giovambattista G. Estudio del polimorfismo del gen de clase || BoLA-DQA1 y su
asociacion con resistencia/susceptibilidad a mastitis en ganado Holstein de la provincia de La Pampa.
Revista Ciencia Veterinaria. Vol 24 (1).2022
https://cerac.unlpam.edu.ar/index.php/veterinaria/article/view/6564

-Baltian LR. Follmer AV, Peratta DL, Schmidt, EE, Severini RA, Delbonis S, Borrego C, Alvarez
Rubianez N, Ripoli MV, Giovambattista G. 2016. Polimorfismos del exén 2 del gen BoLA-DRB3
asociados con resistencia / susceptibilidad a leucosis en ganado Holstein de La Pampa. Revista
Ciencia Veterinaria. 18:9-28.

-Baltian LR, Ripoli MV, Giovambattista G. 2014. Determinacion de los motivos aminoacidicos presentes
en los sitios de unidn a los antigenos de los alelos del gen BoLA-DRB3 en una poblacion Holstein de La
Pampa y su asociacién con mastitis. Ciencia Veterinaria. 16: 9- 23.

-Goszczynski D, Ripoli MV, Takeshima S, Baltian L, Aida Y, Giovambattista G. 2014. Haplotype
determination of the upstream regulatory region and the second exon of the BoLA-DRB3 gene in
Holstein cattle. Tissue Antigens. 83(3):180-183. DOI: 10.1111/tan.12293.

Ripoli MV, Takeshima SN, Baltian L, Aida Y, Giovambattista, G. (2012). Haplotype determination of
upstream regulatory region and the second exdn of bovine DRB3 gene. Major Histocompatibility
Complex. Official journal of the Japanese Society for Histocompatibility and Immunogenetics. ISSN
21869995. Vol. 19 N° 2. Tokio, Japon.

-Baltian LR, Ripoli, MV, Sanfilippo S, Takeshima, SN, Aida Y, Giovambattista G. (2012). Association
between BoLA-DRB3 and somatic cell count in Holstein cattle from Argentina. Mol Biol Rep.39:7215-
7220. DOI: 10.1007/s11033-012-1526-y. Springer ISSN 0301-4851.

-Baltian LR, Ripoli MV, Takeshima SN, Aida Y, Giovambattista G. (2011). Estimacion de las frecuencias
alélicas del gen BoLA-DRB3 en una poblacion de ganado Holstein de La Pampa mediante
Secuenciacion Directa. Ciencia Veterinaria. 13: ISSN: 1515-1883.

Congresos y Jornadas

-Baltian LR, Remirez P, Lema Vicens M. Polimorfismo del Gen BoLA-DRB3.2 asociados a la
produccion de leche y conteo de células somaticas en ganado Holstein. En Vol XXXII Suppl. (1): 8-14;
Octubre de 2021 Journal of the Argentine Society of Genetics, Argentina: Sociedad Argentina de
Genética. 2021. 1852-6322.

-Baltian LR, Remirez Pablo, Patrilla Juliana, Schmidt EE. Anélisis de alelos del gen BoLA-DRB3.2 y su
vinculacion con rasgos de produccion lechera y conteo de células somaticas. En Journal of Basic &
Applied Genetics, Argentina: Sociedad Argentina de Genética. 2019. 1852-6322.

-Baltian LR, Ripoli MV, Giovambattista G. 2014. Tema: “Asociacion de cambios aminoacidicos del gen
DRB3 y mastitis mediante conteo de células somaticas”. XLIII Congreso Argentino de Genética. En
caracter de asistente y expositor: modalidad poster . 19 al 21 de octubre de 2014. San Carlos de
Bariloche. Argentina.

- Baltian LR, Follmer AV, Delbonis S, Borrego C, Ripoli MV, Schmidt E, Peratta DL, Alvarez Rubianes
N, Giovambattista G. Asociacidon de polimorfismos del exén 2 del gen DRB3 del MHC bovino con
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resistencia susceptibilidad a Leucosis en una poblacion Holstein de La Pampa. ISBN 978-950-863-207-
4,

-Baltian LR, Ripoli M, Schmidt EE, Peratta D, Sanfilippo S, Alvarez Rubianes N, Follmer A,
Giovambattista G. (2012). Polimorfismos de la Region Promotora Proximal del Gen BoLA-DRB3 y su
Asociacion con la Resistencia/Susceptibilidad a Leucosis y Mastitis en Ganado Holstein de la Provincia
de La Pampa. Jornada de Ciencia y Técnica 2012. “Proyectar y comunicar. Estrategias para la
investigacion en la UNLPam”. ISBN 978-950-863-139-8. 18 de octubre. General Pico, UNLPam.
-Baltian LR, Ripoli MV, Schmidt EE, Peratta DL, Sanfilippo SB, Alvarez Rubianes N.; Giovambattista, G.
(2011). Polimorfismos de la regién promotora proximal del Gen BoLA DRB3 y su asociacion con la
resistencia/ susceptibilidad a leucosis y mastitis en ganado Holstein de la Provincia de La Pampa. ISSN
1853-9750. VIl jornada de Ciencia y Técnica. General Pico.

-Baltian LR, et al. (2010). Asociacién Genética entre Loci de Histocompatibilidad de Clase Il y Nimero
de Células Somaticas en Leche de Ganado Holstein de La provincia de La Pampa. Jornada de Ciencia
y Técnica. Santa Rosa. ISBN 978-950-863-139-8.

- Baltian L. et al. (2010). “Polimorfismo del Gen BoLA- DRB3 en Ganado Holstein de La Pampa y su
relacion con Mastitis y recuento de Células Somaticas en Leche”. XIV Congreso Latinoamericano de
Genética ALAG 2010. En caracter de asistente y expositor, modalidad péster. Vifia del Mar, Chile, 1-5
de octubre de 2010.

-Baltian LR, Catanesi Cl, Ripoli MV, Schmidt E, Peratta D, Sanfilippo S, Fuentes MB, Giovambattista,
G. (2009). Asociacion Genética entre Loci de Histocompatibilidad de Clase Il y Numero de Células
Somaticas en Leche de Ganado Holstein de La provincia de La Pampa. Memorias de la 6ta Jornada de
Ciencia y Técnica. FCV, UNLPam. ISSN: 1852-5725.

6. DESCRIPCION del PROYECTO

6.1. PROBLEMA CIENTIFICO, OBJETIVOS, HIPOTESIS y RESULTADOS ESPERADOS del
PROYECTO

La leucosis es una de esas enfermedades de los bovinos que conduce a pérdidas econdmicas por
gastos en servicios veterinarios, mayor trabajo y eliminacion de vacas infectadas. Es una enfermedad
linfoproliferativa contagiosa del ganado caracterizada por linfosarcoma de células B, que se presenta
en todo el mundo (Aida et al. 2013).

El dafio econémico asociado con la infeccion incluye una baja produccién de carne y leche, una vida
productiva reducida a causa de la infeccién y dafios asociados con el descarte de ganado debido al
linfoma (Nakada et al. 2022; Benitez et al. 2020; Nekouei et al. 2016). Ademas, el ganado posee una
mayor susceptibilidad a otras enfermedades de etiologia infecciosa, del tipo de la mastitis, diarrea,
neumonia, pero el efecto sobre la fertilidad fue escaso (Emanuelsson, 1992). Si bien existen evidencias
que las vacas infectadas pueden tener una menor produccion de leche y una disminucion de la
respuesta inmunoldgica a otras enfermedades (Baltian et al. 2014; Baltian et al. 2016), el foco de
impacto es la limitacién que genera la infeccion para la exportacion de vacunos y la comercializacion de
semen y embriones.

Varios estudios demuestran que la resistencia a enfermedades infecciosas esta genéticamente
determinada por lo tanto en estos Ultimos afios es de interés para los criadores tanto de ganado de
carne como ganado lechero seleccionar para la resistencia a las enfermedades infecciosas.

Los genes del Complejo Principal de Histocompatibilidad (MHC) son de importancia para los criadores
de animales y genetistas porque juegan un rol central en la respuesta inmune y han sido asociados con
resistencia/susceptibilidad a una amplia cantidad de enfermedades. En bovinos, el MHC se denomina
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Antigeno Leucocitico Bovino (BoLA) y se encuentra localizado en el cromosoma 23 (Amorena y Stone,
1978; Spooner et al. 1978).

El MHC desempefia un rol central en el control de la respuesta inmune y la susceptibilidad a una gran
variedad de enfermedades, principalmente autoinmunes e infecciosas. Es poligénico y cada uno de los
genes a su vez tiene muchos alelos por lo que es también polimérfico. Este polimorfismo tiene un
profundo efecto en el reconocimiento de los antigenos por las células T. La combinacion de poligenia y
polimorfismo extiende ampliamente el rango de péptidos que pueden ser presentados a dichas células
T por un individuo (Brown et al. 1993). El polimorfismo de estos genes determina la diversidad de las
proteinas codificadas de la respuesta inmune, y tendria como consecuencia la variacion genotipica en
la resistencia/susceptibilidad.

Por estos motivos, los loci del MHC constituyen los principales genes candidatos para el estudio de
asociacion entre marcadores genéticos y resistencia/susceptibilidad a enfermedades infecciosas,
entre ellas la leucosis. Dentro del BoLA, el exén 2 del gen BoLA-DRB3 es reconocido por su rol
funcional predominante en la resistencia/susceptibilidad a enfermedades (Yoshida et al. 2009). Este
gen es altamente polimorfico, ya que se han reportado hasta el momento 165 alelos en la base de
datos Inmuno Polymorphism Database (IPD)-MHC (2022).

Diferentes autores han estudiado la variabilidad genética del exén 2 del gen DRB3 en distintas razas
bovinas, tanto criollas como comerciales. Gillespie et al. (1999) identificaron en bovinos de la raza
Jersey 24 alelos. Miretti et al. (2001) identificaron 24 alelos en bovinos de Sudamérica (Criollo
Argentino, Caracu, Pantaneiro).

Hipétesis
Existen suficientes evidencias que sostienen que las variaciones individuales en la respuesta inmune
ante la exposicion a un agente patdgeno son consecuencia de factores genéticos y ambientales.

Objetivo

Por lo tanto, el objetivo del presente estudio sera detectar asociaciones de los alelos del exén 2 del gen
DRB3 del Complejo Principal de Histocompatibilidad Bovino (BoLA) y la resistencia/susceptibilidad a
leucosis en ganado para carne de la region semiarida de la provincia de La Pampa.

Objetivos especificos:

- Determinar las frecuencias alélicas del gen BoLA DRB3.2 en la poblacién estudiada.
- |dentificar los animales susceptibles genéticamente a padecer la enfermedad.

- Asociar los alelos del gen BoLA DRB3.2 con resistencia a la LBE.

Resultados esperados

En los ultimos afios ha aumentado el interés por definir marcadores genéticos e inmunologicos que
podrian ser usados para seleccionar y asi mejorar la resistencia a enfermedades. Por lo tanto, los
resultados de este proyecto permitiran tener una herramienta mas para la deteccion y el diagndstico
precoz de la enfermedad. Esto es fundamental para disminuir su propagacion y las pérdidas
economicas que provoca. Asi se podran seleccionar genéticamente animales resistentes a leucosis lo
cual permitira mejorar el estado de salud de los animales, aumentando la productividad y reduciendo la
necesidad de intervencion farmacéutica y los costos econémicos.
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MATERIALES Y METODOS

I-Poblacién en estudio y disefio experimental.

Para este trabajo se utilizara un rodeo de 50 vacas de raza britanicas del establecimiento “Bajo
Verde” perteneciente a la Facultad de Ciencias Veterinarias de la Universidad Nacional de La Pampa,
ubicado al oeste de la Ruta Nacional N° 35, en la region del Caldenal Pampeano.

Disefio experimental

El presente estudio se basara en un estudio caso/control en los que se identificaran alelos de
susceptibilidad/resistencia a Leucosis correspondientes al exdén 2 del gen BoLA-DRB3. La
identificacion se realizara a través de la busqueda de cambios en el ADN tanto en el grupo caso como
en el control. Se muestrearan 50 bovinos de la region semiérida de la provincia de La Pampa.

A) Para el analisis de Leucosis se analizaran animales:

- Positivos y negativos al analisis serolégico con la prueba de doble inmunodifusion en agar: DIDA
(segun las indicaciones del proveedor del kit de determinacién).

-Luego se analizaran los animales positivos de acuerdo al nimero de células linfociticas: Se tomaran
como referencia el numero de linfocitos: > de 10.000 linfocitos y < de 10000.

e Grupo caso: >10000 linf/ul leucosis persistente (LP) y positivos para DIDA.

e Grupo control: < a 100000 linf/ul aleucosis (AL) y negativos para DIDA.

B) Estudios hematoldgicos

Se tomaran muestras de sangre a 50 animales para realizar la extraccién de ADN, el recuento
linfocitario y la prueba DIDA de inmunodiagnéstico.

Toma de muestras en los 50 animales se les realizara lo siguiente:

1- Se extraeran 8 ml de sangre a cada animal y se colocara en tubos identificados por nimeros
correspondientes a cada animal con anticoagulante (EDTA) para realizar, por Unica vez, la extraccion
de ADN. Se conservaran a -20° C hasta su utilizacién.

2- Se colocaran en tubos identificados por numeros correspondientes a cada animal, con EDTA, 3
(tres) ml de sangre para enviar al laboratorio de hematologia para recuento de linfocitos que se repetira
alos 3y alos 6 meses de la primera extraccion.

3-En otros tubos sin anticoagulante, identificados por nimeros correspondientes a cada animal, se
colocaran 4 ml de sangre para obtener tras centrifugacién 2 ml de suero aproximadamente, para ser
utilizados en inmunodiagnostico. Igualmente se repetira a los 3 meses a los 6 meses de la primera
extraccion.

C) Anélisis seroldgicos

Inmunodifusion en gel de agar: (DIDA)

Se realizara el analisis serolégico de todas las muestras por la prueba de doble inmunodifusion en
agar (DIDA) dado que esta prueba tiene alta especificidad, por lo tanto, los animales positivos son
considerados portadores de VLB.

El test de DIDA, es un kit comercial producido en el laboratorio de Virologia FCV-UNLP (aprobado por
SENASA). Se realizara la siembra en geles de agar con 6 pocillos externos y uno central donde se
colocaran los sueros controles, antigeno y sueros problemas
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D) Extraccion del ADN
El ADN gendmico se extraera a partir de las muestras de sangre entera mediante un kit comercial,
segun las indicaciones del proveedor. EI ADN genomico extraido se analizara en geles de agarosa.

ll-Analisis de los polimorfismos del exén 2 del gen BoLA-DRB3

El presente estudio se basard en la identificacion de alelos de susceptibilidad/resistencia
correspondientes al exén 2 del gen BoLA-DRB3. El estudio de dichos polimorfismos se realizara
mediante dos técnicas: Reaccion en cadena de la polimerasa con analisis de los polimorfismos de la
longitud de los fragmentos de restriccion (PCR-RFLP) y secuenciacion directa (PCR-SBT). La
caracterizacion de los alelos del locus BoLA-DRB3 se llevara a cabo por el método de PCR anidado-
RFLP descrito por Van Eijk et al. (1992).

Dicha técnica consiste en la amplificacion de una secuencia de ADN de 284 pb que codifica para la
region de reconocimiento del antigeno o ARS (exon 2 del gen BoLA-DRB3) y la posterior digestion de
los productos de PCR con las enzimas de restriccion Rsa |, Bsty | y Hae Ill. La clasificacion de los
alelos se realizara teniendo en cuenta las combinaciones de los patrones de restriccion obtenidos en
forma independiente para las enzimas antes mencionadas.

La técnica de Secuenciacion Directa (PCR-SBT) seré la descrita por Takeshima et al. (2009).

Método estadistico

Para estudiar la asociacion entre leucosis y las variantes alélicas se utilizara el test exacto de Fisher y
Odds Ratio (OR) de Woolf-Haldane. EI Odds Ratio es una medida que indicara la frecuencia relativa de
los casos/controles con las diferentes variantes alélicas. Como casos particulares tenemos que, si OR
= 1, el animal (Alelo) no se asocia con la Leucosis, si OR < 1 ese determinado alelo disminuye la
probabilidad de desarrollar Leucosis y si OR > 1 ese determinado alelo aumenta la probabilidad de
desarrollar Leucosis. Para los calculos y anélisis de los Odds Ratio se utilizara tanto el test exacto de
Fisher como el método de Woolf-Haldane.

6.3. CONTRIBUCION al CONOCIMIENTO CIENTIFICO y/o TECNOLOGICO y a la RESOLUCION de
los PROBLEMAS.

Los resultados obtenidos en este proyecto permitiran conocer la variabilidad genética presente en el
gen DRB3.2 en la poblacion de bovinos para carne de la region semiarida de La Pampa. También
contribuird a aumentar nuestros conocimientos acerca de los factores genéticos involucrados en la
resistencia/susceptibilidad a leucosis. Por otra parte, el estudio redundara en el desarrollo y puesta a
punto de metodologias de tipificacién a nivel molecular que podran ser usados a corto plazo en
programas de seleccion. Las mejoras en la salud del ganado han sido reivindicadas internacionalmente
y han aumentado los requisitos de los consumidores y de los productores ganaderos. El control de la
enfermedad no es factible porque ain se estd probando la eficacia de una vacuna contra la
enfermedad. Por tanto, la deteccion y el diagndstico precoz de la leucosis son fundamentales para
disminuir su propagacion y las pérdidas econdmicas que provoca.

6.4. CRONOGRAMA ANUAL de ACTIVIDADES

ACTIVIDADES MESES

ANO 1 112]3/4|/5[6|7(8/9[10 |11 |12
Toma de muestra de sangre a 50 animales X X X

Extraccién de ADN a 25 muestras XXX X[ X[ X[ X [ X [ X

Recuento linfocitario cada 3 meses X X X

Prueba serolégica cada 3 meses X X X
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Analisis de resultados de extraccion de ADN X| X[ X | X | X
Revisién bibliografica X| XXX X[ X|X|X]|X]|X | X |X
Realizacién de PCR a 25 muestras XX | X [ X
ANO 2 112|3|4(5(6(7[8[9[10 |11 |12
Continuacion con extraccion de ADN (25 muestras) X X| X[ X[ X]| X| X[ X|X X
Analisis de resultados de extraccion de ADN X X| X[ X[ X]| X| X[ X]| X
Realizacién de PCR a 25 muestras X X| X| X[ X| X| X| X[ X]| X
Genotipificacion RFLP) X| XXX X[ X|X|X]|X]|X | X |X
Convalidacién de los resultados preliminares XX X[ X]| X[ X
Comunicacioén parcial de los resultados X
ANO 3 11213 6|7 10 | 11 | 12
Continuacion con convalidacion de los resultados preliminares X| X[ X[ X| X]| X X X

X
Analisis de resultados de extraccion de ADN X X| X| X
Genotipificacion por SBT X| X[ X| X| X| X]| X]| X| X
Analisis de resultados XX | X [ X
Comunicacion final de los resultados X

7. INFRAESTRUCTURA y PRESUPUESTO

7.1. INFRAESTRUCTURA, EQUIPAMIENTO, SERVICIOS y OTROS BIENES REQUERIDOS
por el PROYECTO YA EXISTENTES en esta INSTITUCION:

La facultad de Ciencias Veterinarias cuenta con un laboratorio de Genética Molecular. EI mismo
dispone de un Termociclador para amplificacion de ADN, equipamiento para realizar electroforesis y
analisis de los geles.

7.2. INFRAESTRUCTURA, EQUIPAMIENTO, SERVICIOS y OTROS BIENES NECESARIOS para
el PROYECTO y NO DISPONIBLES en esta FACULTAD

La secuenciacion Directa (SBT) se tercerizara. Podra ser en el Instituto de Genética Veterinaria
(IGEVET- CONICET) de la FCV-UNLP, o en el servicio que presta la Rural Argentina, sede BS AS, de
acuerdo a conveniencia.

7.3. JUSTIFICACION de la ADQUISICION o FACTIBILIDAD de ACCESO en CONDICIONES
de PRESTAMO o USO de los BIENES NO EXISTENTES en esta INSTITUCION

El uso de bienes inexistentes en la Facultad de Ciencias Veterinarias de UNLPam, se tercerizaran; lo
cual estéa justificado debido a que se trata de un equipamiento de alta complejidad y alto costo, cuya
adquisicion excede los limites de este proyecto. Es habitual que estos equipamientos mayores sean
compartidos por varias instituciones a modo de facility.

7.4. ESPECIFICAR otras FUENTES de FINANCIACION:
Por el momento no hay otras fuentes de financiacion.
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7.5. PRESUPUESTO ESTIMADO para el PROYECTO PRESENTADO (Total y Anual)*

Equipamiento e infraestructura 0,00
Bienes de insumo 170000
Viajes 18000
Otros (asistencia a congresos) 30000

TOTAL 228000 $

Gastos por afio: Cotizacion del dia 30/11/2022

Ao 1: 80.000 $ (Kit de extraccion ADN (50 muestras) $30.600; Enzima Taq Polimerasa: 25.0009;
microtubo de PCR 0,2 ul,10 963%, dNTPs 4x25 unidades 12.6509.

Ano2: 110.000 $ (Enzimas de restriccion:Hae Ill 25000$, Rsal 20300%; Bsty 27000$,). ;microtubo 2ml
5020 §$; Acrilamida x500g $ 60380.

Aino3: 38.000 $ Secuenciacion de 20 muestras, gastos de envio.

* El Consejo Directivo adjudicara presupuesto a cada Proyecto de acuerdo a su Presupuesto de Ciencia y Técnica anual,
tomando en cuenta normas y criterios que el mismo determine.
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