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APRESENTACAO

O processo que decorre sobre a investigacao cientifica ocorre concomitantemente a
necessidade de solucionar problemas e encontrar respostas para métodos que necessitam
ser validados junto a fendbmenos que requerem explicagdes assertivas e com bases sélidas.
Desta forma, a importancia do método cientifico esta assegurada & uma constante caréncia
de respostas e confirmag¢des nédo sustentadas apenas pelo empirismo.

Existe uma grande necessidade de solu¢des que possam solucionar a demanda por
alimentos, criada com o crescente aumento populacional. Uma das principais preocupacdes
para os proximos anos sera aumentar a produtividade sem aumentar o espaco produzido,
tornando a agricultura mais sustentavel e isto sera fruto de investigacdes cientificas, por
exemplo.

Por isso, € inevitavel notar que grandes séo os desafios para tornar a agricultura
mais pujante e eficaz, respeitando o meio ambiente e conseguindo suprir as demandas da
sociedade. Para isso, ha muito tempo pesquisas vém sendo desenvolvidas com o objetivo
de colaborar para o aprimoramento das atividades agricolas, em busca de um equilibrio
constante entre os elos.

Desta forma, nota-se a importadncia do questionamento dentro do processo
investigativo. As respostas obtidas através destes métodos sdo de suma importancia, pois,
muitas vezes, acabam por derivar elucidagdes significativas para as demandas existentes.

Portanto, a presente obra traz em sua composi¢cdo pesquisas inovadoras com o
intuito de difundir ideias relevantes para o cenario agricola mundial, com informacgdes
de consideravel valor para leitores, no que se refere a inovagdes tecnologicas e outros
assuntos.

Raissa Rachel Salustriano da Silva-Matos
Luiz Alberto Melo De Sousa
Raimundo Cleidson Oliveira Evangelista
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RESUMEN: Enesteestudiosecompar6elviruloma
de una cepa atenuada de Babesia bigemina, la
cual se ha mantenido bajo condiciones de cultivo
in vitro durante varios afios en el laboratorio, con
reducida virulencia para el hospedero bovino, e
incapacidad de ser transmitida por la garrapata
vector, con el viruloma de una cepa virulenta de
B. bigeminatransmitida en México por garrapatas
Rhipicephalus microplus a bovinos. Se realiz6 un
mapeo de genes de virulencia contra un genoma
de referencia: Cepa Bond de Australia. El analisis
de los resultados preliminares obtenidos con la
herramienta de busqueda de alineacién local
basica (BLAST) demostr6 que de 27 genes
de virulencia descritos para Babesia spp. e
identificados en la cepa mexicana virulenta de B.
bigemina transmitida por la garrapata, solo cinco
fueron completamente identificados en la cepa
atenuada de laboratorio. En todos los casos,
los porcentajes de cobertura e identidad de los
genes identificados en la cepa virulenta de B.
bigemina fueron mas altos que los identificados
en la cepa atenuada de laboratorio. Este hallazgo
estd supuestamente asociado con la pérdida
parcial continua de genes de virulencia en la
cepa de laboratorio después de miltiples pasajes
de la poblacién de parasitos bajo condiciones
optimas de cultivo in vitro. La pérdida de algunos
de los factores de virulencia podria reflejarse en
la ausencia de sintomas de la enfermedad en
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ganado inoculado con la cepa atenuada, a pesar de la presencia de infeccion en los eritrocitos
del hospedero bovino. Esto, tendra que ser corroborado por el analisis transcripcional en futuros
estudios de investigacion. El analisis del repertorio de genes expresados diferencialmente en
la cepa atenuada de B. bigeminay estudios del transcriptoma estan en curso para determinar
si se mantiene la expresion génica diferencial o si varia con respecto a la cepa virulenta.

PALABRAS CLAVE: Babesia bigemina; cepa virulenta; cepa atenuada; genes de virulencia.

COMPARATIVE GENOMIC STUDY OF ATTENUATED AND VIRULENT STRAINS
OF Babesia bigemina

ABSTRACT: In this study, the viruloma of an attenuated strain of Babesia bigemina, which
has been maintained under in vitro culture conditions for several years in the laboratory,
with reduced virulence for the bovine host, and inability to be transmitted by the tick vector,
was compared with the viruloma of a virulent strain of B. bigemina transmitted in Mexico by
Rhipicephalus microplus ticks to cattle. Virulence gene's mapping was performed against a
reference genome: B. bigemina Bond strain from Australia. Analysis of preliminary results
obtained with the Basic Local Alignment Search Tool (BLAST) showed that out of 27 virulence
genes described for Babesia spp. and identified in the virulent Mexican tick-borne strain of
B. bigemina, only five were fully identified in the laboratory attenuated strain. In all cases,
the percentages of coverage and identity of the genes identified in the virulent strain of B.
bigemina were higher than those identified in the laboratory attenuated strain. This finding
is putatively associated with continued partial loss of virulence genes in the laboratory strain
after multiple passages of the parasite population under optimal in vitro culture conditions.
The loss of some of the virulence factors could be reflected in the absence of symptoms of
the disease in cattle inoculated with the attenuated strain, despite the presence of infection
in the erythrocytes of the bovine host. This will have to be corroborated by transcriptional
analysis in future research studies. Analysis of the differentially expressed gene repertoire
in the attenuated strain of B. bigemina and transcriptome studies are ongoing to determine
whether differential gene expression is maintained or varies from the virulent strain.

KEYWORDS: Babesia bigemina; virulent strain; attenuated strain; virulence genes.

11 INTRODUCCION

La babesiosis del ganado es una enfermedad transmitida por garrapatas de elevada
importancia socioeconémica, la cual es causada por protozoarios Apicomplexa del género
Babesia considerados como parasitos intraeritrociticos obligados (Bock et al., 2004).
En México, la babesiosis bovina es causada por Babesia bigemina y Babesia bovis. La
enfermedad se distribuye en zonas tropicales y es transmitida por garrapatas Rhipicephalus
microplus y R. annulatus (Rojas et al., 2018). La presentacion de la babesiosis bovina
causada por Babesia bigemina (B. bigemina) es 12-16 dias después de que las garrapatas
se alimentan del bovino, coincidente con la presencia del parasito intraeritrocitico en sangre
periférica. La temperatura se eleva paralelamente al incremento en parasitemia hasta 41-

42°C en 2 o0 3 dias. Los animales infectados estan tristes, anoréxicos y con pelo hirsuto. Se
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presenta hemoglobinemia y hemoglobinuria seguida por palidez de las mucosas junto con
otros signos que pueden incluir constipacion, deshidratacion, temblor muscular, debilidad,
postracién y, si no se instaura el tratamiento adecuado, la muerte (Dalgliesh et al., 1981).
Se han generado diversos estudios sobre el bovino hospedero, el agente y sus
relaciones tratando de reconocer sus caracteristicas biologicas, asi como su distribucion,
con el objeto de establecer programas de prevencién y/o control de la enfermedad. Estas
actividades han requerido la replicacion del ciclo biolégico logrado mediante el crecimiento
artificial de estos parasitos en condiciones in vitro (Levy y Ristic, 1980; Vega, et al., 1985).
Se han reportado diversos métodos para disminuir la virulencia de las especies patégenas
en bovinos: Pases rapidos por inoculacién parenteral en becerros esplenectomizados
(Callow et al., 1979), pases lentos por inoculacion parenteral en becerros intactos (Dalgliesh
et al., 1981), y la metodologia de cultivo in vitro para las especies de Babesia que afectan
a los bovinos (Levy y Ristic, 1980; Figueroa et al., 1984; Vega et al., 1985; Fish et al.,
2008). La atenuacién de patdgenos intracelulares por cultivo in vitro es un fenémeno bien
conocido y patégenos como B. bovis y B. bigemina se han tornado avirulentos o menos
patégenos mediante prolongado crecimiento en cultivo celular (Yunker et al., 1987; Kuttler
et al., 1988; Schuster, 2002). Trabajos de nuestro grupo de investigaciéon han permitido
demostrar que una cepa de B. bigemina mantenida por pases continuos en cultivo in
vitro, se ha comportado como poblacion atenuada al no afectar en forma importante los
valores hematol6gicos en animales inoculados (Herndndez et al., 1990; Figueroa et al,
1998). La cepa atenuada de B. bigemina ha inducido proteccion al desafio heter6logo con
sangre infectada o con garrapatas infectadas bajo condiciones controladas y de campo
(Hernandez et al. 1990; Figueroa et al, 1998; Alvarez et al, 2004). Las cepas vacunales
han sido desarrolladas para conferir una adecuada proteccion sin ser transmitidas por
garrapatas, un rasgo considerado ecolégicamente deseable ya que previene la aparicion
de casos clinicos debido a la transmision de la cepa vacunal por garrapatas (Mangold et
al., 1993). Esta capacidad ha sido demostrada después de un pase en ganado susceptible
(Dalgliesh et al., 1983; O’Sullivan y Callow, 1966; Hernandez et al., 1990; Timms et al,
1990; Mangold et al., 1993). Ademas, este tipo de vacunas vivas atenuadas tiene la gran
ventaja conferida por su produccién in vitro: un bajo riesgo de contaminacion con otros
agentes infecciosos (Pipano, 1995; Rojas et al, 2018a; 2018b); una suspensién de glébulos
rojos altamente parasitada, y la posibilidad de produccién de la vacuna en relativamente
gran escala (Timms y Stewart, 1989). Se demostré que la cepa mexicana de Babesia
bigemina atenuada no fue transmitida por garrapatas después de varios pases en bovinos
susceptibles. Se demostrd ausencia de reversion a la virulencia de esta cepa después de
tres pases sucesivos en bovinos susceptibles y se confirm6 que los parasitos mantenidos
en cultivo in vitro perdieron la capacidad para multiplicarse en la garrapata vector durante
un segundo pase por sub-inoculacién en bovinos susceptibles (Rojas et al, 2011). En este
estudio se confirm6 que los paréasitos mantenidos en cultivo in vitro perdieron la capacidad
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para multiplicarse en la garrapata vector durante un segundo pase por sub-inoculacién en
bovinos susceptibles. Esto, evidenciado por la ausencia de quinetos en la hemolinfa de
garrapatas alimentadas en bovinos con parasitemia patente. Ademas, se demuestra que
aun cuando es sujeta a tres pases sucesivos en bovinos altamente susceptibles, la poblacién
de parasitos mantiene su caracteristica biol6gica de reducida virulencia manifestada por
los valores clinicos determinados en los bovinos sub-inoculados, los cuales no mostraron
cambios relevantes.

Por otro lado, se desconocen hasta el momento los componentes del parasito
responsables de la induccion de la hemolisis y otros efectos fisiopatologicos en los bovinos
infectados. Resulta evidente que se requiere de estudios adicionales e investigacion
de frontera con metodologias de nueva generaciéon para determinar los mecanismos
involucrados en la determinacion de virulencia para el desarrollo del parasito dentro del
eritrocito infectado (y provocar la enfermedad en un bovino inoculado), asi como para
el desarrollo de estadios de Babesia subsecuentes y necesarios para la infeccién del
intestino de Rh. microplus (formas sexuales) que permiten al parasito adquirir nuevamente
la capacidad infectiva hacia la garrapata vector y, consecuentemente, ser transmitidos de
formatrans-ovarica. Solo a través de la utilizacion de innovadores métodos de secuenciacion
masiva y el analisis del genoma y del transcriptoma, se podra probar la hip6tesis que
algunos cambios genéticos (rearreglos cromosomales, deleciones o inserciones génicas)
han ocurrido en el genoma de la cepa atenuada sujeta de estudio y mantenida en cultivo in
vitro, los cuales se ven reflejadas en un fenotipo atenuado y carente de la capacidad de ser
transmitido por la garrapata vector R. microplus. El analisis comparativo del genoma de la
cepa virulenta mexicana con el genoma de la cepa virulenta australiana denominada Bond
y de otras cepas (Jackson et al, 2014), permitira demostrar que los cambios observados
con las cepas mexicanas no se derivan de polimorfismos en genoma asociados al origen
geografico de las cepas. La gendmica comparativa permite identificar genes Unicos de
ciertas cepas patégenas los cuales pueden estar ausentes en las cepas apatdgenas.

La patogenicidad de Babesia para el ganado bovino esta determinada en parte
por la interaccién con el sistema inmunolégico del huésped y la presencia de genes de
virulencia del parasito. En este estudio, se compard el viruloma de una cepa atenuada de B.
bigemina, la cual se ha mantenido bajo condiciones de cultivo in vitro durante varios afios
en el laboratorio, con reducida virulencia para el hospedero bovino, e incapacidad de ser
transmitida por la garrapata vector, con el viruloma de una cepa virulenta de B. bigemina
transmitida por garrapatas Rhipicephalus microplus a bovinos.
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21 MATERIALES Y METODOS

2.1 Parasitos

La cepa atenuada de B. bigemina es una poblacion de parasitos originalmente
derivada de un aislado virulento de México recolectado de un caso clinico de babesiosis. La
cepa se adapt6 a un cultivo in vitro usando un sistema estacionario microaerdfilo (Vega et
al, 1985). Una vez establecida en cultivo in vitro se cultivd continuamente durante casi cinco
afos consecutivos en laboratorio con pases cada 72 o 96 hrs (al menos 500 subcultivos en
cultivo). Posteriormente, el cultivo in vitro de la B. bigemina se realiz6 de forma discontinua
y con un numero indefinido de pasadas en cultivo; se cultivé por periodos cortos de tiempo
(uno o dos meses), justo hasta obtener material suficiente para los experimentos que se
realizaron durante el desarrollo de la vacuna viva atenuada (periodos 1991-1998 y 2001-
2006) y se congel6 inmediatamente en liquido nitrogeno hasta que se realizaron otros
experimentos en el periodo 2011-2017 en los que se cultivd para los Ultimos experimentos
(transmisibilidad de garrapatas) y validacién de inmunogenicidad (Figueroa et al, 1998;
Alvarez et al, 2004; Rojas-Martinez et al, 2018a;2018b; Rojas-Ramirez et al, 2011) hasta
ahora, cuando se realizé la secuenciacion. Mas importante para tener en cuenta es que
el material biol6gico atenuado no ha pasado a través de un hospedero bovino desde
su aislamiento original a diferencia del aislado virulento (del que se seleccioné la cepa
atenuada) y que se replica en animales siempre que se requiere. Morfolégicamente, la cepa
atenuada no ha cambiado; sigue infectando eritrocitos tanto in vivo como in vitro, pero no
provoca enfermedad cuando se inocula en el ganado y se ha mantenido en forma alterna
en cultivo continuo y crioconservacion desde entonces (Figueroa et al, 1998; Alvarez et al,
2004; Rojas-Martinez et al, 2018a;2018b; Rojas-Ramirez et al, 2011). La cepa virulenta,
originalmente aislado de un caso clinico de campo, se ha mantenido a través de pasajes
de garrapatas en susceptibles animales y criopreservacion en nitrégeno liquido (Vega et al,
1985; Figueroa et al, 1998; Rojas-Ramirez et al, 2011).

2.2 Extraccién de ADN genémico

Se utilizaron eritrocitos bovinos infectados con las diferentes poblaciones de B.
bigemina para llevar a cabo la extraccion de ADN genémico por métodos convencionales
(Strauss 2001; Genis et al, 2008). Se utilizaron entre 20 y 30 ug de ADN gen6mico para
preparar las dos bibliotecas clonales requeridas para cada cepa.

2.3 Secuenciacion del genoma de B. bigemina, cepas atenuada y virulenta

La secuenciacién del genoma completo se realizé con la plataforma lllumina de
secuenciacion de proxima generacion Mi-Seq (lllumina, San Diego, CA, EE. UU.) en el
Instituto de Biotecnologia de la Universidad Nacional Autbnoma de México ubicado en

Cuernavaca, Morelos. Las lecturas de secuencias obtenidas con el sistema lllumina se
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ensamblaron de novo utilizando el Programa SPAdes (version 3.1.1, Laboratorio de Biologia
Algoritmica, Universidad Académica San Petersburgo, San Petersburgo, Rusia) (Bankevich
et al, 2012). Los contigs generados se ordenaron con la herramienta MUmmer (Kurtz et
al, 2004). El esfuerzo de secuenciacion del genoma de B. bigemina permitié obtener una
cobertura de 264 X y 89 X para la cepa atenuada y virulenta, respectivamente. La lista de
genes seleccionados genes se baso inicialmente en la consideracion de articulos anteriores
sobre inmunologia clésica y estudios del transcriptoma donde se menciona que son genes
atribuidos a la virulencia o posibles factores de virulencia (Bastos et al, 2013; Eichenberger
et al, 2018). El mapeo de secuencias de genes virulentos contra un genoma de referencia
(genoma australiano de B. bigemina) se realiz6 con BLAST (Altschul, 1990). Esto permitié
un primer analisis de la composicion del genoma de cada cepa e identifico posibles
cambios (deleciones o inserciones) o reordenamientos cromosdémicos que ocurrieron en

los genomas de las cepas virulentas y atenuadas de B. bigemina.

31 RESULTADOS Y DISCUSION

La secuenciacién del genoma y el analisis del ensamble mostraron que la cepa
atenuada de B. bigemina contenia 9,180,241 pb, mientras que la cepa virulenta 11,852,459
pb, una diferencia de 22.54% (Cuadro 1). El esfuerzo de secuenciacion obtuvo una cobertura
de 264X y 89X para las cepas atenuada y virulenta, respectivamente. Las secuencias de
genes de virulencia se obtuvieron a partir de una busqueda BLAST y las diferencias entre
las cepas fueron notables; mientras que la cepa virulenta de B. bigemina transmitida por la
garrapata present6 27 genes con un promedio de cobertura del 98.06%, la cepa atenuada
so6lo presenté cinco de esos genes, con 81.2% de cobertura (Cuadro 2). En todos los casos,
los porcentajes de cobertura e identidad de los genes identificados en la cepa virulenta
de B. bigemina fueron mas altos que los identificados en la cepa atenuada de laboratorio
(Cuadro 3). Este hallazgo virulencia en la cepa de laboratorio después de multiples pasajes
de la poblacion de parasitos bajo condiciones 6ptimas de cultivo in vitro.

Las secuencias de los genes de virulencia se obtuvieron de una blusqueda de
alineacion local basica con la herramienta BLAST, y las diferencias entre las cepas fueron
notables; mientras que la cepa virulenta present6 27 genes con una cobertura promedio
de 98.06%, la cepa atenuada solo present6 cinco de esos genes con 81.2% de cobertura
(Cuadro 2). Eltipo mas comun de genes identificados en ambas cepas fueron genes parciales
putativos; 18 para el tipo virulento y tres para la cepa atenuada. El Unico gen hipotético
identificado con la secuencia méas corta observada y sin diferencias en las bases pertenece
a la cepa virulenta (107 pb; Cuadro 2). El gen mas grande (6117 pb) presente en la cepa
virulenta mostr6 el mayor numero de diferencias en bases (216 pb; Cuadro 2). Se hicieron
intentos para predecir si esos genes se traducirian en proteinas. Para las predicciones de
los genes eucariotas, generalmente se utiliza el programa Augustus, que predice el marco
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de lectura abierta de las proteinas en las seis posibles formas. Desafortunadamente para
nosotros, el ensamblaje del genoma se realiz6 con la secuencia de lecturas aun conteniendo
demasiados contigs, lo que dificulté la realizacion de un adecuado analisis bioinformatico.
Esto se resolverd mediante la realizacion de genoma de alto rendimiento secuenciacion
en una plataforma de secuenciacion de lecturas mas largas como la denominada “PacBio
Single Molecule Real Time (English et al, 2012) o la tecnologia de Oxford Nanopore, con el

objeto de cerrar huecos o extender los extremos de los contigs obtenidos en el ensamblaje

de lllumina.

Datos de Secuenciacion \ Cepa B. bigemina atenuada B. bigemina virulenta
# Contigs 4,017 1,537
Longitud total genoma 9,272,266 11,852,459
Contenido GC (%) 52.3 50.74
Cobertura (X) 264 89
GenBank No. de acceso PRJNAG685856 PRJNA685857

Cuadro 1. Cepas de Babesia bigemina analizadas en el estudio.

Identificacion de genes

No. De Acceso

No. de Contig

%

Valor E

Cepa virulenta de Babesia bigemina

identidad

calcium-dependent protein kinase 4 XM_012911530.1 contig00169 99.08 0
calmodulin-domain protein kinase 2 XM_012910710.1  contig00134 98.75 0
cAMP-dependent protein kinase XM_012914446.1 contig00026 98.88 0
casein kinase | XM_012913338.1  contig00174 98.62 0
cGMP dependent protein kinase XM_012914849.1  contig00056 99.21 0
cyclin 4 XM_012914402.1  contig00018 98.62 0
diphosphate kinase family, putative XM_012913759.1 contig00012 99.34 1E-166
dnad C terminal region domian XM_012910446.1  contig00220 98.74 0
glycerol kinase XM_012914443.1  contig00026 98.99 4E-160
glycogen synthase kinase-3 alpha XM_012910925.1  contig00076 98.86 4E-141
Hypotetical gene XM_012911455.1 contig00674 100 2E-54
merozoite surface glycoprotein AF298630.1 contig00098 92.31 2E-106
mitogen-activated protein kinase XM_012912499.1 contig00013 98.23 0
phosphatidylinositol 3-and 4-kinase XM_012912148.1  contig00156 97.66 0
phosphatidylinositol 4 kinase XM_012911128.1 contig00059 97.19 0
IR TR e XM_012914497.1  contigd0063  99.10 0
gf‘gigg:“dy'i”OS“""“'phOSphate XM_012910512.1  contigd0138  96.47 0
Probable fructokinase XM_012910446.1  contig00220 98.74 0
protein kinase domain XM_012914171.1 contig00006 98.32 0
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putative rhoptry protein NC_027216.1 contig00167 96.66 0
RAP-1 related antigen NC_027216.1 contig00003 97.46 0
related serine/threonine protein kinase XM_012911485.1  contig00028 95.70 0
Ser/Thr protein kinase XM_012910695.1  contig00064 96.96 0
serine/threonine kinase XM_012914264.1 contig00171 98.78 0
serine/threonine kinase 1 XM_012914521.1  contig00041 98.23 0
transcription factor TFIIB XM_012912762.1  contig00016 98.16 0
transcription initiation factor TFIIB XM_012910684.1  contig00064 98.67 0
98.06*
*Cobertura promedio

Cuadro 2. Genes de virulencia identificados en el genoma de la cepa virulenta de B. bigemina

Identificacion de Genes

cGMP dependent protein kinase XM_012914849.1  contig00032 84.55 1E-15
calcium-dependent protein kinase 4 XM_012911530.1  contig00066 78.68 6E-32
phosphatidylinositol 4 kinase XM_012911128.1 contig00009 80.52 2E-46
serine/threonine kinase XM_012914264.1  contig00035 83.54 4E-24
transcription factor TFIIB XM_012912762.1  contig00023 78.73 2E-41
81.20*
*Cobertura promedio

Cuadro 3. Genes de virulencia identificados en el genoma de la cepa atenuada de B. bigemina

Ademas, considerando que las diferencias fenotipicas entre la cepa atenuada de
cultivo y la cepa virulenta incluye la falta de transmisién por garrapatas de la cepa cultivada,
se realiz6 un andlisis comparativo de la codificacion de genes especificos de quinetos para
proteinas involucradas en el desarrollo de la etapa sexual, u otros genes requeridos para
la transmision de Babesia por garrapatas. Varios de los genes que estan involucrados en
el desarrollo del parésito en la garrapata vector estan bien descritos en la literatura, tales
como los genes de la familia hap2 y CCp (Cuadro 3) (Bastos et al, 2013; Alzan et al, 2016;
Camacho-Nuez et al, 2017; Bohaliga et al, 2018; 2019). Se encontré que estos genes
estaban bien conservados en ambos genomas analizados con una secuencia ligeramente
superior identidad en la cepa atenuada. Curiosamente, los genes CCp2 y BBBOND fueron
identificado en dos contigs diferentes y aparentemente faltaban algunos nucle6tidos
(406 pb y 61 pb, respectivamente). El gen CCp1 descrito en B. bovis (Alzan et al, 2016)
aparentemente falta tanto en el genoma de B. bigemina de la cepa virulenta como de la
atenuada (Cuadro 3). En cuanto al desarrollo genes descritos en el Cuadro 3 que parecian
tener una homologia similar sin importar si pertenecian al aislado avirulento o al virulento,
estudios previos han demostrado que los miembros de la familia del gen CCp de Babesia
se expresan diferencialmente a lo largo del ciclo de vida y los datos presentados en esos
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estudios demostraron que los genes CCcp de Babesia se expresan predominantemente
durante la replicacién del parasito en la garrapata vector (Bastos et al, 2013; Alzan et al,
2016; Camacho-Nuez et al, 2017; Bohaliga et al, 2018; 2019). Si este es el caso de los genes
CCp identificados en este estudio de gen6mica comparativa necesita mas investigacion y
actualmente estamos preparando estudios apropiados in vivo y experimentos in vitro para
probar eso por RT-PCR.

41 CONCLUSIONES

La pérdida de algunos de los factores de virulencia podria reflejarse en la ausencia
de sintomas de la enfermedad en ganado inoculado con la cepa atenuada, a pesar de
la presencia de infeccion en los eritrocitos de un hospedero bovino. Esto, tendra que
ser corroborado por el andlisis transcripcional en futuros estudios de investigacion. Sera
interesante analizar el repertorio de genes expresados diferencialmente en la cepa atenuada
de B. bigeminay estudios del transcriptoma estan en curso para determinar si se mantiene
la expresién génica diferencial o si varia con respecto a la cepa virulenta de B. bigemina.
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