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Diferencias morfologicas en las venas de la bolsa copulatriz como identificacion
fenotipica en poblaciones de Haemonchus contortus (Nematoda: Haemonchidae)
resistentes a benzimidazoles

Morphological differences in veins of the bursa copulatrix as phenotypic
identification in populations of Haemonchus contortus (Nematoda:
Haemonchidae) resistant to benzimidazoles

Giudici Claudio Juan®*, lllanes Federico Adrian?, Nifio Uribe Alvaro Ivan?3, Pruzzo César lvan?, Romero
Jorge Roberto?

RESUMEN: El objetivo del trabajo fue analizar la variabilidad y la singularidad de las venaciones bursales
entre distintos aislamientos y linajes de Haemonchus contortus, provenientes del reemplazo de poblaciones
resistentes a benzimidazoles por otras poblaciones susceptibles a estos antihelminticos. Por medio de un
procesamiento numeérico de fotos digitales de las bolsas caudales, obtenidas al microscopio éptico, se analizaron
los individuos de cuatro aislamientos: uno resistente, otro susceptible, y dos en proceso de reemplazo de
poblaciones resistentes por susceptibles. Las imagenes fueron obtenidas de machos de los cuatro aislamientos,
del area comprendida entre el tercer y cuarto rayo del I6bulo derecho. Se realizd un analisis biométrico de las
imagenes digitales que consistio en escanear en pixeles las venaciones de cada nematodo por medio de edicion
grafica, con el fin de obtener los valores de radiancia de su morfologia. Para el analisis estadistico se recurrid
a un Analisis Multivariado Discriminante, que clasificd correctamente al 95% en los individuos de los cuatro
aislamientos considerados globalmente y entre 85% y 100 % en las poblaciones susceptibles o resistentes
a benzimidazoles. El resultado obtenido permitiria disponer de una herramienta para identificar poblaciones
de H. contortus - en este caso resistentes y susceptibles a benzimidazoles- a partir de las singularidades
morfologicas en las venaciones de las bolsas caudales.
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ABSTRACT: The objective of the work was to analyze the variability and uniqueness of bursal venations
among different isolates and lineages of Haemonchus contortus, resulting from the replacement of populations
benzimidazole- resistant by populations susceptible to these anthelmintics. By means of numerical processing
of digital photos of the caudal bursa, obtained by light microscopy, we analyzed individuals of four isolates: one
resistant, one susceptible, and two from the process of population replacement from benzimidazole- resistant
to susceptible ones. The images were obtained from males of each of the four isolates from the area between
the third and fourth rays of the right lobe. A biometric analysis of the digital images was carried out, which
consisted of scanning the venations of each hematode in pixels by means of graphic editing, in order to obtain
the radiance values in their morphology. For the statistical analysis, a Discriminant Multivariate Analysis was
used, which classified correctly 95% of the individuals of the four isolates and 85% - 100% among the susceptible
or resistant populations. The results obtained would provide a tool to identify populations of H. contortus- in
this case benzimidazole- resistant or susceptible- based on morphological singularities in the bursal venation.
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INTRODUCCION
Haemonchus contortus (Rudolphi, 1803)

adaptacion de H. contortus a diversos climas vy
tratamientos antihelminticos (Emery et al., 2016).

(Trichostrongyloidea, Haemonchidae) es un parasito
abomasal de rumiantes domésticos y silvestres que
impacta en la salud y la productividad de ovinos y
caprinos en todo el mundo. Probablemente su alta
fecundidad y breve intervalo intergeneracional,
sumado a su plasticidad fenotipica, permiten la

El tegumento, conformado por la cuticula y la
hipodermis, otorga a estos nematodos las funciones
biolégicas de alimentarse, moverse y regular su
equilibrio osmético. La cuticula (CT), generada por
la hipodermis, es una de las vias de absorcion de
los farmacos antihelminticos (Lanusse et al., 2016),
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es sintetizada por los nematodos antes de cada
muda y constituye una matriz extracelular altamente
estructurada que actla a modo de interfase antigénica
con el hospedador. En Haemonchus placei (Place,
1893) la ultraestructura de la CT muestra una capa
unida ala membrana, una corteza externa, una corteza
interior, una matriz, tres capas de fibras y una lamina
basal (Smith y Harness, 1972). La epicuticula, capa
mas externa, se encuentra apoyada sobre un estrato
cuticular medio y éste sobre un nivel basal. Como en
casi todos los nematodos, incluido los adultos y larvas
de H. contortus, existen entre estas capas puntales
situados a cada lado de las hendiduras cuticulares que
forman los anillos (Eckert y Schwarz, 1965). Por entre
esos pilares, que se encuentran separados por canales,
circulan lipidos en forma de fluidos (Smith y Harnes,
1972, Cox et al., 1981; Fetterer y Rhoads, 1993).
Los nematodos machos del género Haemonchus
Cobb, 1898 como todos los pertenecientes al orden
Strongylida, tienen la particularidad de poseer en su
extremidad caudal una bolsa copulatriz o bolsa caudal
(BC) formada por la cuticula, que actida a modo de
organo sexual accesorio. En particular las BC de los
Trichostrongylideos son estructuras fenotipicas de
interés filogenético, taxonémico y evolutivo (Durette
Desset, 1985). La BC esta formada por dos I6bulos
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laterales y uno dorsal sostenidos por costillas o
rayos musculares que terminan en papilas sensitivas
(Durette-Desset, 1985) (Fig. 1). Al microscopio Optico,
entre los rayos, se observan surcos ramificados, que
podrian ser compatibles con la estructura de los
canales de la capa matriz de la cuticula (Cox et al.,
1981) (Fig. 2). En H. contortus, estos conductos, por
su forma y semejanza con las venas de la piel de los
mamiferos, podrian denominarse “venaciones”.

Desde el punto de vista quimico, la CT presenta como
composicién mayoritaria, capas sucesivas compuestas
de proteinas insolubles como las cuticulinas o
quitinas, que estan determinadas genéticamente y se
encuentran ampliamente distribuidas en el Phylum
Nematoda (Cox et al., 1990), asi como también
lipidos, islas de glicoproteinas y colagenos reticulados
(Bird y Bird, 1969; Page y Johnstone, 2007). Por ello,
el conocer la variabilidad de la cuticula permitiria
tener una idea de las diferencias intraespecificas
de H. contortus, ya que ésta y la hipodermis son los
organos mas importantes en el control del desarrollo
del tamano corporal del nematodo (Flemming et al.,
2000).

Los Benzimidazoles (BZ) se utilizan para el control
de nematodos gastrointestinales desde hace décadas
(Campbell, 1990), ya que inhiben la polimerizacion de

Figura 1. Vista ventral al microscopio 6ptico a 100 aumentos de la bolsa copulatriz de Haemonchus contortus, aislamiento CEDIVE.

6 a) Tercer rayo derecho y papila 3 derecha. b) Cuarto rayo derecho y papila 4 derecha. c) espiculas.
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Figura 2. Vista ventral al microscopio 6ptico a 200 aumentos del I6bulo derecho de la bolsa copulatriz de H. contortus, aislamiento
CEDIVE. a) Tercer rayo derecho y papila 3 derecha. b) Cuarto rayo derecho y papila 4 derecha.

laBtubulinaenlos microtibulos de los parasitos (Lacey,
1988, 1990). El fendmeno de la resistencia a estas
drogas ha sido ampliamente descripto (Conway, 1964;
Green et al., 1981; Duwel et al., 1987; Echevarria et
al., 1996). Estudios con genotipos de H. contortus han
demostrado una correlacion en el gen de isotipo 1 de
la B tubulina en las posiciones 167, 198 y 200, de tres
polimorfismos llamados polimorfismos de nucleétido
Gnico (SNP) (Kwa et al., 1994; Robinson, et al., 2002;
Barrére et al., 2013). Los parasitos susceptibles al BZ
albergan, en el codén 200 del gen del isotipo 1 de la
tubulina, homocigotas Phe/Phe y heterocigotas Phe/
Tyr, mientras que los gusanos resistentes albergan
homocigotas Tyr/Tyr.

Nuestra hipotesis es que las venaciones de la BC
responden a patrones comunes de subpoblaciones de
H. contortus, por ello podrian servir como marcadores
fenotipicos de atributos de aptitud ambiental o de
resistencia antiparasitaria.

En este contexto, el trabajo tiene como objetivo
analizar la variabilidad morfologica de las venaciones
entre aislamientosy linajes de H. contortus resistentes
y susceptibles a benzimidazoles y evaluar su potencial
utilidad como marcadores fenotipicos de dichos
atributos.

MATERIALES Y METODOS

Luego de su faena humanitaria (Servicio Nacional
de Sanidad y Calidad Agroalimentaria, 2014), fueron
colectados los nematodos de abomasos de ovinos
machos de 8 - 9 meses de edad, de raza indefinida
y provenientes del establecimiento Don Facundo,
Curuzu Cuatia, Corrientes, Argentina, segin pautas
de la World Association for the Advancement of
Veterinary Parasitology (Wood, et al. 1995). Se
utilizaron para este estudio 80 nematodos machos
H. contortus provenientes de cuatro aislamientos:
20 procedentes de una poblacion susceptible a
benzimidazoles (poblacion “CEDIVE”); 20 originarios
de una poblacion resistente a benzimidazoles
denominada “Don Facundo”; 20 identificados como
aislamiento “Hc2016”, obtenido como resultado de un
primer reemplazo de la poblaciéon “Don Facundo” con
la poblacién “CEDIVE” susceptible; 20 identificados
como aislamiento “Hc2018” obtenido como resultado
de un segundo reemplazo de la poblacion “Hc2016”
con el aislamiento “CEDIVE” (Fig. 3a). La obtencién
de aislamientos mediante reemplazo de poblaciones
resistentes por susceptibles siguid la metodologia
de Muchiut et al. (2022). Tanto al inicio como en la
evolucion del proceso de reemplazo de poblaciones,
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Cedive Don Facundo Hec2016 He 2018

Ubicacidn de rayos y papilas

Imagen al microscopio dptico

Imagen en pixeles grises

Imagen en niveles de gris (radiancia)

155 187 201
178 155 158
205 199 215

I

* Alineamiento en vectores para cada ejemplar de las cuatro
d = cope
*  Andlisis Multivariado Discriminante

Figura 3. Algoritmo de la metodologia para el andlisis de la variabilidad en las venaciones de las bolsas copulatrices de H. contortus:

a) Aislamientos: CEDIVE, Don Facundo, Hc2016 y Hc2018. b) Microscopia Optica a 400 aumentos, vista ventral de bolsa copulatriz;

esquema de bolsa copulatriz con ndmeros sefalizando los rayos; sector de analisis ubicado entre rayos 3° y 4° del I6bulo derecho. c)

Imagen del recorte de venaciones al microscopio 6ptico; hexagono en pixeles en escala de grises con valores de radiancia. d) Analisis
8 Multivariado Discriminante.
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Tabla 1. Caracterizaciones fenotipicas por susceptibilidad a Benzimidazoles y genotipica
para el gen del isotipo 1 de B tubulina. TRCH: Test de reduccion de la cuenta de huevos.

TEC: Test de Eficacia Controlada. S/D: Sin datos.

Wislamiento  TRCH  TEC (I QLI et
DonFacundo 62,5%%  645%®  153% 46,2 % 38,5%
CEDIVE 100%@ 100 9% @ 86,7% 133 % ()
Hc2016 86,8% "  832%W 20% 60 % 20%
Hc2018 923%®  89,6%W $/D $/D $/D

(1) Pruzzo, C, (datos no publicados)
(2) Seglin Guzman (2014)

todos los aislamientos fueron caracterizados por
pruebas de campo y pruebas moleculares (Guzman,
2014; Pruzzo, datos no publicados). Las primeras
consistieron en: Test de reduccion de la cuenta de
huevos - TRCH - y Test de eficacia controlada por
necropsia -TEC - (segun Coles et al., 1992). Las
segundas se efectuaron por medio de las técnicas de
Sistema de Mutacion Refractario a la Amplificacion
por PCR (ARMS_PCR) para detectar mutaciones del
is6topo 1 de B tubulina (SNP 200). La caracterizacion
de resistencia 0 susceptibilidad de los cuatro
aislamientos por pruebas de campo o moleculares
puede verse en la Tabla 1.

Biometria de las Venaciones

Las BC de cada nematodo fueron diseccionadas
con hoja de afeitar y montadas en portaobjetos para
observarlas en vista ventral al microscopio O6ptico
(MO). Luego de la diafanizacién con una soluciéon de
lactofenol (2 partes de glicerina, 1 parte de fenol, 1
parte de acido lactico y 1 parte de agua) las BC fueron
fotografiadas con el sistema color RGB (R: 1.08, G:
1, B: 1.38) bajo MO con 400 aumentos, mediante
camara digital Leica MC 170 HD en formato TIF, con
iguales patrones de frecuencia (50 Hz), saturacion
(209), contraste (100) y gama (0.88). La imagen
de las venaciones se tom6 en el area comprendida
por un cuadrado ubicado entre el tercer y el cuarto
rayo del I6bulo derecho (Fig. 3b). Para estudiar la
variabilidad y singularidades de las venaciones entre
las poblaciones se realizd, en varias etapas, un
analisis biométrico por medio de un procesamiento
numérico de las imagenes digitales. Con cada
imagen digital se practicaron los siguientes pasos: (1)
mediante software de edicion grafica se recortaron las
imagenes en forma hexagonal con dimensiones de 75
pixeles de ancho por 40 pixeles de alto, obteniéndose
un recorte del cuadrado anterior de 3.000 pixeles (Fig.
3c), (2) se ubicaron todos los recortes a un angulo de
0°con el horizonte, (3) se ajustaron a una resolucion
de 100 pixeles por pulgada, (4) mediante software
MultiSpec 3.1, para cada nematodo, se obtuvieron

40 vectores de radiancia, en valores de pixeles para
escala de grises, entre O para el negro y 255 para el
blanco (Fig. 3c), y (5) con estos vectores se generaron
las medias aritméticas de cada una de las 40 lineas
de pixeles de cada nematodo que en la siguiente
etapa fueron alineadas para cada ejemplar. Luego
del paso anterior, la morfologia y el recorrido de las
venaciones en la BC de cada uno de los nematodos,
qued?d tipificada en una matriz individual de valores
en pixeles de escala de grises. Considerando a las 40
lineas de valores en pixeles de escala de grises como
efectoras de fenotipos, conformados por cada una
de ellas como covariables aleatorias y considerando
a los aislamientos como categorias, se contrastaron
los fenotipos de las venaciones de los 80 nematodos
-20 por cada aislamiento- por medio de Analisis
Multivariado Discriminante (AMD) con el programa
JMP 5.1 (Fig. 3d). Con el fin de identificar variables que
expliquen singularidades en las venaciones de la BC,
el AMD se corrid mediante la opcion de Seleccion de
variables paso a paso (Stepwise variable selection).

RESULTADOS

A partir del analisis biométrico, por medio del
procesamiento en pixeles de escala de grises de
las imagenes digitales, se obtuvo el fenotipo de las
venaciones de las BC de las cuatro poblaciones de H.
contortus (Fig. 4). Como muestran el grafico canénico
(Fig. 5), la Tabla de Puntuaciones Discriminantes
(Anexo Fig. 6) y los resultados de la férmula de
Prediccion, el AMD de las venaciones clasificé bien
al 95% (76/80) del total de individuos en las cuatro
poblaciones. Mientras que, para cada aislamiento, por
medio de la siguiente ecuacién discriminante:

ED = 1,797693135e308. Probabilidad (A).
Probabilidad (B). Probabilidad (C). Probabilidad (D),

el AMD discriminé el 95% (19/20), 100 % (20/20),

100 % (20/20) y 85% (17/20) de los origenes CEDIVE,

Don Facundo, Hc2016 y Hc2018 respectivamente.
Los resultados del AMD mostraron un incipiente
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Figura 4. Vista ventral al microscopio éptico a 400 aumentos del I6bulo derecho de las bolsas copulatrices de H. contortus de las cu-
atro poblaciones. a) Aislamiento CEDIVE. b) Aislamiento Don Facundo. c¢) Aislamiento Hc2016. d). Aislamiento Hc2018.

grado de coherencia con la evolucion del proceso de
reemplazo de la poblacién Don Facundo, resistente a
benzimidazoles, por el aislamiento CEDIVE, susceptible
a benzimidazoles. En ese sentido se puede apreciar
que la primera poblacién de recambio Hc2016 tuvo su
propia singularidad en la morfologia de las venaciones
comparada con las otras poblaciones, diferenciandose
totalmente de su aislamiento de origen (Don Facundo).
En cambio, la poblacion Hc2018 derivada de Hc2016
tuvo tres individuos mal clasificados dentro de su
aislamiento, que se parecieron mas en las venaciones
de la BC a la poblacién CEDIVE (Figs. 5, 6).

El analisis del AMD por medio de la opcién de
Seleccion paso a paso (Stepwise variable selection)
de cada una de las 40 variables, visibilizadas a través
de las lineas de valores en pixeles de escala de
grises, no identificd ninguna variable en particular o
zona de las venaciones que tuviera mayor capacidad

10 discriminante que otras para separar los aislamientos.

DISCUSION

El resultado obtenido luego del AMD de las
venaciones en las cuatro poblaciones se podria
vincular con el caracter evolutivo de la morfologia
bursal y el synlophe en los Trichostrongyloidea, dentro
de los cuales se encuentra la familia Haemonchidae
(Durette- Desset, 1985). Si bien aln es compleja la
diagnosis porasociacion entre morfologiay marcadores
moleculares en H. contortus (Dorris et al., 1999;
Ndosi et al., 2023), caracteres como el largo total, la
longitud del es6fago, el nimero de crestas cuticulares
y su proporcion con respecto al cuerpo, se mencionan
como diferencias morfolégicas significativas que
distinguen a las especies de Haemonchus (Zarlenga
etal., 2016).

En el sentido morfolégico, se podrian homologar las
diferencias aqui observadas con los cambios hallados
por Freeman et al. (2003) en los cilios sensoriales
de los anfidios de poblaciones de H. contortus
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resistentes a ivermectina, en un estudio que revel6
que los nematodos resistentes a la ivermectina tenian
cilios mas cortos que sus contrapartes parentales
susceptibles. Por otro lado, en el sentido de analizar
diferencias entre aislamientos genéticamente
divergentes, Sargison et al. (2019) observaron que
ciertos caracteres morfolégicos de H. contortus,
como el largo de las espiculas y los eso6fagos
de los machos en poblaciones susceptibles vy
resistentes a antihelminticos (lactonas macrociclicas,
benzimidazoles y salicylanilidas), mostraban una
incipiente especiacion.

Los resultados de este trabajo permiten concluir
acerca de la singularidad en la morfologia de las
venaciones bursales de H. contortus entre las
poblaciones analizadas: aislamiento Don Facundo
-Resistente a BZ- y aislamiento CEDIVE-Susceptible
a BZ, como de los aislamientos Hc2016 y Hc2018,
producto de protocolos de reemplazo. Por ello, y si bien
seria deseable aumentar el nimero de poblaciones
estudiadas, analizar el fenotipo de H. contortus con
esta metodologia parece ser una herramienta Util
que permitiria identificar poblaciones con distintos
atributos, entre ellos la resistencia de este nematodo
a los benzimidazoles.
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