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Resumo

O carrapato Rhipicephalus microplus constitui um dos principais entraves a pecuaria
tropical, por causar perdas produtivas, transmitir hemoparasitas e apresentar crescente
resisténcia aos acaricidas. Nesse contexto, compreender os mecanismos de resisténcia
e tolerancia ao carrapato € essencial para o desenvolvimento de sistemas de producao
mais sustentaveis. Este projeto dara continuidade a um estudo anterior, financiado pela
FAPESP, que evidenciou a existéncia de variabilidade genética e fenotipica para
resisténcia e tolerancia ao carrapato em bovinos Canchim. Seréo avaliados 400 bovinos
Canchim (5/8 Charolés e 3/8 Zebu), distribuidos em dois sistemas de producéo - extensivo
e semi-intensivo - e duas safras de nascimento, correspondentes aos anos de 2025 e
2026. Os animais serdao acompanhados longitudinalmente em quatro avaliagbes
sazonais, totalizando 1.600 registros fenotipicos. A partir de modelos especificos para
resisténcia, tolerancia e desempenho produtivo, seréo obtidos valores genéticos preditos
para resisténcia ao carrapato (EBVR), tolerancia ao carrapato (EBVT) e desempenho
produtivo (EBVP). Esses valores serdo utilizados para classificar os animais e identificar
grupos extremos geneticamente e fenotipicamente contrastantes. Apos essa etapa, seréo
selecionados 80 machos pertencentes aos grupos extremos, sendo cinco animais de cada
grupo em cada combinacédo entre sistema de producao e safra de nascimento, para serem
submetidos a uma infestacao artificial padronizada com aproximadamente 10.000 larvas
infestantes de R. microplus por animal. Aos 21 dias apds o desafio, serdo coletadas
amostras de sangue, pele e fezes para analises multibmicas. Os mecanismos biolégicos
associados as diferentes estratégias adaptativas ao parasitismo serdo investigados por
meio da integracdo do perfil transcriptbmico sanguineo, caracterizado por RNA-seq, do
microbioma fecal, caracterizado pelo sequenciamento do gene 16S rRNA, e do
microbioma cutaneo, avaliado por metagendmica shotgun. Adicionalmente, seréo
determinadas as cargas de hemoparasitas transmitidos por R. microplus e as variaveis
hematolégicas, além de serem incorporadas informacfes genbmicas obtidas por
genotipagem de SNPs. Essa abordagem possibilitara a identificacdo de regides
gendmicas candidatas associadas aos fenotipos avaliados, bem como biomarcadores e
vias bioldgicas relacionados a resisténcia e a tolerancia ao parasitismo. Os resultados
poderdo contribuir para o aprimoramento de programas de sele¢do genética voltados a
identificacdo de animais mais resistentes e tolerantes, favorecendo o desenvolvimento de

sistemas de producédo de bovinos mais sustentaveis em regides tropicais.

Palavras-chave: Bovinos Canchim, carrapato bovino, tolerancia, resisténcia, multidmica.



Title: Multi-omic integration of the mechanisms underlying resistance and tolerance to the

cattle tick Rhipicephalus microplus in Canchim cattle

Abstract

The cattle tick Rhipicephalus microplus is one of the major constraints to tropical cattle
production, causing production losses, transmitting hemoparasites, and developing
increasing resistance to acaricides. Understanding the mechanisms underlying resistance
and tolerance to tick infestation is therefore essential for the development of more
sustainable production systems. This project will build on a previous FAPESP-funded
study that demonstrated genetic and phenotypic variability for resistance and tolerance to
tick infestation in Canchim cattle. A total of 400 Canchim cattle, composed of 5/8 Charolais
and 3/8 Zebu, will be evaluated in two production systems—extensive and semi-
intensive—and across two birth cohorts, corresponding to the years 2025 and 2026. The
animals will be monitored longitudinally through four seasonal evaluations, resulting in
1,600 phenotypic records. Specific models for resistance, tolerance, and productive
performance will be used to estimate breeding values for tick resistance (EBVR), tick
tolerance (EBVT), and productive performance (EBVP). These values will be used to
classify the animals and identify genetically and phenotypically contrasting extreme
groups. Following this classification, 80 male animals will be selected, comprising five
animals from each group within each production system x birth cohort combination, and
subjected to standardized artificial infestation with approximately 10,000 R.
microplus larvae per animal. Blood, skin, and fecal samples will be collected 21 days after
the challenge for multi-omics analyses. The biological mechanisms associated with
different adaptive strategies to parasitism will be investigated by integrating the blood
transcriptomic profile, characterized by RNA sequencing (RNA-seq); the fecal microbiome,
characterized by 16S rRNA gene sequencing; and the skin microbiome, assessed by
shotgun metagenomic sequencing. In addition, hemoparasite burdens transmitted by R.
microplus and hematological variables will be determined, and genomic information
obtained through SNP genotyping will be incorporated into the analyses. This approach
will enable the identification of candidate genomic regions associated with the evaluated
phenotypes, as well as biomarkers and biological pathways related to resistance and
tolerance to tick infestation. The results may contribute to improving genetic selection
programs aimed at identifying more resistant and tolerant animals, thereby supporting the

development of more sustainable cattle production systems in tropical regions.

Keywords: Canchim cattle, cattle tick, tolerance, resistance, multi-omics.



1. Enunciado do problema
1.1. Impacto econdmico e sanitario do carrapato Rhipicephalus microplus

O carrapato Rhipicephalus microplus constitui um dos principais desafios para a
bovinocultura em regides tropicais e subtropicais, causando perdas econdmicas
expressivas decorrentes de efeitos diretos e indiretos sobre a produgéo animal. No Brasil,
0S prejuizos anuais associados a infestacdo por R. microplus sdo estimados em
aproximadamente US$ 3,24 bilhdes, enquanto as perdas globais associadas aos
carrapatos e as doencas por eles transmitidas foram estimadas em aproximadamente
US$ 22-30 bilhdes anuais (Grisi et al., 2014; Lew-Tabor e Valle, 2016). Entre as principais
consequéncias destacam-se a reducdo da producdo de leite e do ganho de peso,
mortalidade, aumento da morbidade, custos com controle e transmissdo de
hemoparasitas (Tabor et al., 2017; Rodriguez-Vivas et al., 2018). Além disso, a
intensificacdo dos sistemas produtivos e a utilizacdo de gendtipos com maior potencial
produtivo, porém mais suscetiveis ao parasitismo, tém aumentado a vulnerabilidade dos
rebanhos aos impactos associados a R. microplus (Barros et al., 2024).

Além dos impactos produtivos, as lesBes cutédneas causadas pela infestacédo
favorecem a ocorréncia de miiases e comprometem a qualidade do couro (Reck et al.,
2014). A interacdo parasita-hospedeiro também envolve alteracbes na resposta
imunoldgica, influenciando a resisténcia dos bovinos e a persisténcia do parasitismo
(Tabor et al., 2017; Dehuri et al., 2025; Simdes et al., 2026). Adicionalmente, a infestacéo
por carrapatos pode provocar desconforto e estresse, com possiveis consequéncias para
o0 bem-estar e o desempenho produtivo dos bovinos (Rodriguez-Vivas et al., 2017;
Strydom et al., 2025).

O controle quimico por meio de acaricidas permanece como a principal estratégia
utilizada nos sistemas de producéo bovina. Entretanto, o uso intensivo desses compostos
tem favorecido a selecao de populacdes resistentes de R. microplus, reduzindo a eficacia
dos tratamentos disponiveis (Rodriguez-Vivas et al.,, 2018, 2026). A ocorréncia de
resisténcia aos principais grupos quimicos reforca a necessidade de estratégias
complementares, incluindo a selecdo de animais geneticamente mais resistentes ao
parasitismo (Sabatini et al., 2026). Além dos danos diretos, R. microplus transmite
Anaplasma marginale, Babesia bovis e B. bigemina, agentes associados a Tristeza
Parasitaria Bovina (Kocan et al., 2003; Bock et al., 2004). Essas enfermidades podem
causar anemia, mortalidade, reducdo da produtividade, perdas reprodutivas e aumento
dos custos de producédo, tornando seu controle um importante desafio sanitario (Jonsson
et al., 2008; Rodriguez-Vivas et al., 2017).



Adicionalmente, as mudancas climaticas podem alterar a distribuicdo geografica, a
dindmica populacional e a sazonalidade de R. microplus, aumentando a pressao
parasitaria e os riscos associados a transmissdo de hemoparasitas (Gray et al., 2009;
Estrada-Pefia et al., 2013; Ogden e Lindsay, 2016). Diante desse cenario, torna-se
essencial compreender os mecanismos bioldgicos associados a resisténcia e a tolerancia
dos bovinos ao parasitismo para desenvolver estratégias de manejo mais eficientes,

sustentveis e adaptadas aos desafios futuros da pecuéria tropical.
1.2. Resisténcia, Tolerancia e Resiliéncia ao carrapato bovino

A resposta dos bovinos ao desafio imposto por R. microplus envolve diferentes
estratégias adaptativas que determinam a capacidade dos animais de controlar a
infestacdo e manter o desempenho produtivo, destacando-se a resisténcia e a tolerancia.
Embora frequentemente confundidas, essas caracteristicas representam estratégias
distintas, com implicacdes relevantes para a compreensdo da interacdo hospedeiro-
parasito e para o desenvolvimento de programas de melhoramento genético (Doeschl-
Wilson; Villanueva; Kyriazakis, 2012; Doeschl-Wilson et al., 2012).

A resisténcia refere-se a capacidade do hospedeiro de controlar a carga parasitaria,
reduzindo o nivel de infestacdo (Doeschl-Wilson; Villanueva; Kyriazakis, 2012). Na
pratica, essa caracteristica € inferida pela carga parasitaria, de modo que animais com
menor nimero de carrapatos sédo considerados mais resistentes. Para R. microplus, essa
caracteristica apresenta base genética, com estimativas de herdabilidade variando de
0,13 a 0,64, dependendo do método de avaliacdo e da populacdo estudada (Jonsson et
al., 2014).

A tolerancia, por sua vez, corresponde a capacidade do hospedeiro de limitar os
efeitos prejudiciais do parasitismo sobre o desempenho produtivo, sem necessariamente
reduzir a carga parasitaria (Doeschl-Wilson; Villanueva; Kyriazakis, 2012; Doeschl-Wilson
et al., 2012). Animais tolerantes conseguem manter caracteristicas produtivas mesmo sob
elevada infestacdo. Essa caracteristica pode ser quantificada pela relacdo entre o
desempenho produtivo e a carga parasitaria ao longo do tempo, sendo considerados mais
tolerantes os individuos que apresentam menor reducao produtiva diante do aumento do
desafio parasitario (Doeschl-Wilson et al.,, 2012; Mulder; Rashidi, 2017). Assim, sua
avaliacdo requer medidas repetidas de desempenho e carga parasitaria, permitindo
identificar individuos capazes de manter a produtividade sob diferentes niveis de desafio
parasitario (Doeschl-Wilson; Lough, 2014).

A resiliéncia representa a capacidade do animal de manter ou recuperar seu
desempenho diante de um desafio parasitario, podendo ser influenciada pela resisténcia,
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pela tolerancia ou pela combinacdo de ambas (Doeschl-Wilson; Lough, 2014; Doeschl-
Wilson et al., 2021). Animais resilientes podem apresentar menor impacto produtivo
durante a infestacdo, seja por controlarem a carga parasitaria, seja por limitarem seus
efeitos, constituindo um fendtipo de interesse em sistemas de producdo sob desafio
parasitario. Entretanto, a resiliéncia apresenta uma limitacdo conceitual importante, pois
pode integrar resisténcia e tolerancia em um unico fendétipo, dificultando a identificacéo do
mecanismo selecionado (Mulder; Rashidi, 2017; Doeschl-Wilson; Lough, 2014). Embora
a resiliéncia possa resultar da combinacéo entre resisténcia e tolerancia, sua utilizacao
como critério Unico pode dificultar a identificacdo do mecanismo efetivamente
selecionado. Quando a carga parasitaria € registrada, a estimacao de valores genéticos
especificos para resisténcia e tolerancia permite maior precisdo na caracterizacao dessas
estratégias (Mulder e Rashidi, 2017).

Em regifes endémicas para R. microplus, caracterizadas pela exposicao frequente
ao parasitismo, a avaliacdo conjunta da resisténcia e da tolerancia é particularmente
relevante, pois permite identificar animais capazes de controlar a infestacdo e manter o
desempenho produtivo sob elevada pressdo parasitaria. Dessa forma, essas
caracteristicas apresentam potencial para programas de melhoramento genético e
importantes implicacdes para a sustentabilidade da pecuaria em regides tropicais. Apesar
desse potencial, ainda sdo pouco conhecidos os mecanismos moleculares responsaveis
pelas diferengas observadas entre animais resistentes e tolerantes.

No projeto anterior, financiado pela FAPESP (Processo n°® 2022/16262-3), foram
avaliados 383 bovinos Canchim em dois sistemas de producdo contrastantes. As
avaliacdes longitudinais da infestagéo por R. microplus e do ganho de peso permitiram
estimar parametros genéticos para resisténcia e tolerancia, demonstrando a viabilidade
de identificar animais capazes de manter o desempenho produtivo sob diferentes niveis
de desafio parasitario.

Esses achados estabeleceram a base metodologica para a presente proposta.
Enquanto o estudo anterior permitiu identificar e caracterizar, fenotipica e geneticamente,
animais resistentes e tolerantes, o novo projeto utilizara os mesmos locais experimentais
e sistemas de producao - extensivo e semi-intensivo - para investigar oS mecanismos
bioldgicos subjacentes a esses fendtipos. Para os estudos édmicos, animais extremos,
selecionados com base nas avaliagdes sob infestacdo natural, serdo submetidos a uma
infestacao artificial padronizada, com o objetivo de uniformizar o desafio parasitario antes

da coleta das amostras e das analises subsequentes. Essa estratégia permitira relacionar



a variacdo genética e fenotipica observada no estudo anterior aos mecanismos

moleculares associados a resisténcia e a tolerancia ao carrapato.

1.3. Abordagens multidmicas para avaliar a resisténcia e tolerancia ao carrapato

Embora estudos anteriores tenham identificado animais resistentes e tolerantes com
base em avaliacGes fenotipicas e genéticas, 0s mecanismos bioldgicos responsaveis por
essas estratégias adaptativas ainda permanecem pouco compreendidos. A investigacao
desses mecanismos requer abordagens integrativas capazes de avaliar diferentes niveis
de organizacao do hospedeiro, incluindo os componentes genéticos, transcriptdmicos e
microbiolégicos da resposta a infestacdo por R. microplus.

Andlises transcriptdmicas em bovinos Bos taurus e Bos indicus infestados por R.
microplus identificaram diferencas na expressdo de genes relacionados a resposta
inflamatoéria, a imunidade inata e a sinalizacdo celular entre animais resistentes e
suscetiveis (Piper et al., 2009). Estudos posteriores também demonstraram diferencas
nas respostas imunes e bioquimicas da pele, incluindo alteracbes associadas a
inflamacé&o, a ativacao celular e ao recrutamento de células efetoras (Franzin et al., 2017,
Tabor et al., 2017). Embora a pele seja o tecido mais frequentemente analisado nesses
estudos, o transcriptoma sanguineo pode oferecer uma alternativa menos invasiva para
avaliacbes populacionais e estudos de resposta imune em bovinos, conforme
demonstrado em pesquisas conduzidas sob diferentes condi¢cdes fisioldgicas e
imunoldgicas (Zhao et al., 2021, 2023; Wang et al., 2024).

O microbioma do trato gastrointestinal participa da regulacdo metabdlica, da
modulacdo imunolégica e da manutencdo da homeostase do hospedeiro. Sua
composicado e seu potencial funcional sao influenciados por fatores como genética, dieta
e ambiente, podendo estar associados a caracteristicas produtivas e imunolégicas em
bovinos (Holman; Gzyl, 2019; Fan et al., 2021). Estudos metagendmicos e metabol6micos
também relacionaram o microbioma ao metabolismo e a caracteristicas de importancia
econbmica, como eficiéncia alimentar, ingestdo de agua e emissédo de metano (Auffret et
al., 2020; Conteville et al., 2023; Malheiros et al., 2023). Esses resultados sustentam a
aplicacdo dessas abordagens na investigacdo de fendtipos complexos, incluindo a
resisténcia e a tolerancia dos bovinos ao parasitismo por R. microplus.

O microbioma cutaneo constitui outro componente potencialmente relevante da
interface hospedeiro—carrapato. A pele € o principal local de interagéo entre o parasita e
0 hospedeiro e abriga um microambiente no qual fatores imunoldgicos, metabdlicos e
microbianos podem influenciar a resposta a infestacao (Wikel, 2013; Tabor et al., 2017).

Em bovinos infestados por R. microplus, diferencas na expressao génica e nas respostas
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imunes e bioquimicas da pele foram observadas entre animais resistentes e suscetiveis
(Piper et al., 2009; Franzin et al., 2017). Embora a participacdo especifica do microbioma
cutaneo bovino na resisténcia e na tolerancia ainda néo esteja esclarecida, estudos sobre
a microbiota associada aos carrapatos indicam que comunidades microbianas podem
participar das interacdes entre o vetor, o hospedeiro e 0s agentes transmitidos (Aguilar-
Diaz et al.,, 2021). A caracterizacdo taxon6mica e funcional do microbioma cutaneo
podera, portanto, ampliar a compreensdo dos mecanismos envolvidos nessa interacao.

Apesar dos avangos na caracteriza¢ao genética, transcriptbmica e microbioldgica da
resposta dos bovinos ao carrapato, grande parte dos estudos ainda se concentra em
fendtipos de resisténcia definidos pela carga parasitaria. Os mecanismos biologicos
associados a tolerancia permanecem menos compreendidos, especialmente em bovinos
de corte criados em ambientes tropicais. Também s&o limitados os estudos que avaliam
conjuntamente resisténcia e tolerancia, relacionando a infestacdo parasitaria a
manutencdo do desempenho produtivo, aos parametros hematoldgicos, a ocorréncia de
hemoparasitas e aos perfis moleculares dos animais.

Até onde foi possivel verificar, sdo ainda escassos 0s estudos que integram dados
fenotipicos, genéticos, transcriptdbmicos e microbioldgicos, incluindo o transcriptoma
sanguineo e os microbiomas fecal e cutaneo para elucidar os mecanismos associados as
diferentes estratégias adaptativas ao parasitismo por R. microplus em bovinos de corte.
Essa integragdo pode favorecer a identificagcdo de biomarcadores candidatos e o
desenvolvimento de estratégias de selecdo que considerem simultaneamente a
capacidade de controlar a infestacdo e de manter o desempenho produtivo sob desafio
parasitario. Para isso, a presente proposta combina modelos especificos para resisténcia
e tolerancia com abordagens multibmicas, buscando identificar genes, vias biolégicas,
comunidades microbianas e biomarcadores associados a essas caracteristicas. A raca
Canchim podera contribuir como populacédo de referéncia para o desenvolvimento e a
avaliacao preliminar de estratégias multibmicas aplicaveis a bovinos de corte criados em

ambientes tropicais.

1.4. Hipotese do projeto
A hipotese central deste projeto € que a resisténcia e a tolerancia ao parasitismo por
R. microplus constituem estratégias adaptativas distintas, embora possam ocorrer
simultaneamente, e estejam associadas a assinaturas transcriptdmicas, microbiologicas
e fisioldgicas especificas. A integracdo de dados fenotipicos, genéticos e multibmicos

permitird identificar diferencas na expressdo génica, na composicdo e no potencial
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funcional dos microbiomas fecal e cutaneo, na ocorréncia de hemoparasitas e nos

parametros hematologicos de animais com diferentes perfis de resisténcia e tolerancia.
2. Objetivos
2.1. Objetivo geral

Investigar os mecanismos biolégicos associados a resisténcia e a tolerancia ao
parasitismo por Rhipicephalus microplus em bovinos Canchim, integrando modelos
genéticos, transcriptoma sanguineo e microbiomas fecal e cutdneo para identificar
biomarcadores candidatos com potencial aplicacgdo em programas de melhoramento

genético.
2.2. Objetivos especificos

1. Caracterizar a resisténcia, a tolerancia e o desempenho produtivo de bovinos
Canchim submetidos a infestacdo natural por R. microplus em sistemas de producao
contrastantes;

2. Estimar parametros genéticos e valores genéticos preditos para resisténcia, tolerancia
e desempenho produtivo, avaliando seu potencial de aplicagdo em programas de
melhoramento genético;

3. Selecionar animais contrastantes quanto a resisténcia, a tolerancia e a suscetibilidade
ao parasitismo e caracterizar seus perfis transcriptbmicos, microbiomas fecal e
cutaneo, parametros hematoldgicos e perfis de infec¢do por hemoparasitas durante a
infestacdo natural e ap6s desafio experimental padronizado;

4. |dentificar genes diferencialmente expressos, vias biolégicas e comunidades
microbianas associadas as diferentes estratégias adaptativas ao parasitismo;

5. Integrar informacdes fenotipicas, hematoldgicas, genéticas e multibmicas para
identificar biomarcadores candidatos e redes biolégicas relacionadas a resisténcia e
a tolerancia;

6. Avaliar a concordancia entre os fenotipos caracterizados sob infestacédo natural e as

respostas dos animais ao desafio experimental padronizado.
3. Resultados esperados

Espera-se que o projeto amplie a compreenséo dos mecanismos bioldgicos associados
a resisténcia e a tolerancia ao parasitismo por R. microplus, por meio da integracdo de
informacdes fenotipicas, hematoldgicas, genéticas, transcriptdmicas e microbiolégicas em
bovinos Canchim.

Especificamente, espera-se:
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Estimar parametros genéticos e valores genéticos preditos para resisténcia,
tolerancia e desempenho produtivo em bovinos Canchim submetidos & infestagcéo
natural por R. microplus;

Selecionar animais fenotipica e geneticamente contrastantes quanto a resisténcia, a
tolerancia e a suscetibilidade ao parasitismo;

Identificar genes diferencialmente expressos, vias biolégicas e comunidades
microbianas associadas as diferentes estratégias adaptativas;

Integrar dados fenotipicos, genéticos, hematolégicos e multidmicos para identificar
biomarcadores candidatos, assinaturas moleculares e redes biolégicas relacionadas
a resisténcia e a tolerancia;

Avaliar a consisténcia dos fenoétipos caracterizados sob infestacéo natural com base
nas respostas dos animais ao desafio experimental padronizado;

Identificar assinaturas moleculares com potencial aplicagdo em programas de
selecdo genética, considerando diferentes sistemas de producdo e safras de

nascimento.

Produtos previstos:

Submissao de quatro a cinco artigos cientificos a periédicos internacionais;

Formacdo de recursos humanos qualificados, incluindo dois mestres e dois

doutores;
Apresentacao dos resultados em congressos nacionais e internacionais;
Realizacdo de workshop técnico para disseminacao do conhecimento gerado;

Elaboracdo de boletim técnico com recomendacdes para programas de

melhoramento genético.

4. Desafios cientificos e tecnoldgicos e os meios e métodos para supera-los

Embora exista variabilidade genética para resisténcia e tolerancia ao carrapato R.

microplus, a fenotipagem dessas caracteristicas ainda representa um desafio para sua

incorporagao em programas de melhoramento genético. A dinamica das infestacdes, a

heterogeneidade ambiental e os efeitos do manejo podem comprometer a obtencéo de

fendtipos consistentes. Para reduzir esses efeitos, o projeto sera desenvolvido em

rebanhos experimentais da Embrapa Pecuaria Sudeste, em Séo Carlos-SP, e do Grupo

ILMA, em Angatuba-SP, regibes com ocorréncia natural e recorrente de R. microplus.

Ambos possuem rastreabilidade, histérico de avaliagbes zootécnicas e sanitarias e

protocolos padronizados de coleta. A presenca de animais aparentados e de reprodutores

12



comuns entre os sistemas contribuira para a conectividade genética, favorecendo a
comparacao dos fenoétipos e a estimacao de valores genéticos sob diferentes condicbes
de manejo.

A integracdo de dados fenotipicos, parasitoldgicos, hematoldgicos, genéticos e
multidmicos constitui outro desafio relevante. Essa etapa sera favorecida pela articulacéo
com projetos complementares, incluindo o projeto CNPqg Universal, Processo n°
404819/2025-7, que contempla a safra de nascimento de 2025, e o projeto SEG da
Embrapa n° 20.23.08.001.00.00, intitulado “Ragas Canchim e Brangus: avancgos de
pesquisa para o melhoramento e avaliagdo genética”. Os resultados do projeto FAPESP
n°® 2022/16262-3 também forneceram uma populacéo previamente caracterizada quanto
a resisténcia e a tolerancia ao carrapato, com informacgfes fenotipicas, genétipos e
amostras bioldgicas. Essas iniciativas reduzem os riscos relacionados a formacdo da
populacao experimental e a geracdo dos dados necessarios a proposta.

A distincao entre os mecanismos biolégicos associados a resisténcia e a tolerancia
constitui um desafio cientifico central, uma vez que essas caracteristicas podem ocorrer
simultaneamente e sao frequentemente avaliadas em conjunto. Para enfrenta-lo, serdo
utilizados modelos genéticos especificos e diferentes camadas de informacao biolégica.
Os animais serdo classificados com base em fendétipos longitudinais de resisténcia,
tolerancia e desempenho produtivo e, posteriormente, 0S grupos contrastantes seréao
submetidos a infestacéo artificial padronizada para a coleta de amostras destinadas as
analises multibmicas. A carga parasitaria residual observada antes do desafio sera
registrada e considerada na interpretacédo dos resultados.

A identificacdo de mecanismos moleculares com potencial aplicacdo no
melhoramento genético também representa uma etapa desafiadora. O transcriptoma
sanguineo permitird caracterizar respostas moleculares por meio de uma abordagem
minimamente invasiva e compativel com avaliac6es populacionais. Os microbiomas fecal
e cutaneo complementardo essa analise, possibilitando investigar a interacao
hospedeiro—parasito em diferentes niveis de organizacdo biolégica e relacionar perfis
microbianos as caracteristicas de resisténcia, tolerancia e desempenho produtivo.

Do ponto de vista tecnoldgico, a obtengdo de DNA microbiano em quantidade e
qualidade adequadas a partir de amostras cutaneas constitui uma limitacdo potencial,
devido a baixa biomassa microbiana e a elevada propor¢cdao de DNA do hospedeiro. Para
reduzir esse risco, sera realizado um estudo piloto destinado a otimizacdo dos

procedimentos de coleta, armazenamento, extracdo de DNA e preparo das bibliotecas
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metagendmicas. Essa etapa permitira estabelecer critérios de qualidade para a execucao
das analises subsequentes.

A integracéo dos dados provenientes de diferentes plataformas de sequenciamento
representa outro desafio metodoldgico. Serdo utilizadas abordagens de integracdo
multidmica, incluindo DIABLO (Data Integration Analysis for Biomarker Discovery using
Latent Components) e MOFA (Multi-Omics Factor Analysis), associadas a analises de
redes e pipelines bioinformaticos padronizados. Essas estratégias permitirdo integrar
dados fenotipicos, genéticos, parasitologicos, hematoldgicos, transcriptdmicos e
microbiolégicos para identificar biomarcadores candidatos e redes biologicas associadas
as estratégias adaptativas ao parasitismo. As analises multibmicas também estéo sujeitas
a limitacdes relacionadas a qualidade das amostras, a profundidade de sequenciamento,
a baixa biomassa microbiana e a heterogeneidade biologica. Para minimizar esses
efeitos, serdo adotados protocolos padronizados de coleta e processamento, critérios de
controle de qualidade para DNA e RNA e procedimentos adequados de ajuste estatistico
e bioinformético.

A disponibilidade de uma populagdo experimental previamente caracterizada, a
conectividade genética entre os rebanhos, a articulacdo com projetos complementares, a
infraestrutura das instituicdes participantes e a experiéncia da equipe multidisciplinar
contribuem para reduzir os principais riscos cientificos e tecnoldgicos da proposta. Esses
fatores sustentam sua viabilidade técnica e aumentam a probabilidade de gerar resultados
robustos sobre os mecanismos associados a resisténcia e a tolerancia ao carrapato, com

potencial aplicacdo no melhoramento genético de bovinos de corte.

5. Materiais e métodos

5.1. Animais experimentais

Serdo avaliados 400 bovinos Canchim (5/8 Charolés e 3/8 Zebu) distribuidos em
duas safras de nascimento, correspondentes aos anos de 2025 e 2026. Os animais serao
acompanhados a partir da desmama, aproximadamente aos oito meses de idade, em dois
sistemas de producao contrastantes no estado de Sao Paulo:

-Sistema extensivo: conduzido na Fazenda Experimental da Embrapa Pecuaria
Sudeste, em Sao Carlos, SP, baseado em pastagem e suplementagdo mineral, com 200
animais, sendo 100 por safra de nascimento;

-Sistema semi-intensivo: conduzido na Fazenda Santo Antonio, pertencente ao
Grupo ILMA, em Angatuba, SP, caracterizado por pastejo rotacionado, suplementacao

energética e proteica e pastagens adubadas, conforme o protocolo nutricional adotado na
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propriedade. Esse sistema também incluird 200 animais, sendo 100 por safra de
nascimento.

A safra de nascimento de 2025 esta sendo conduzida no ambito do projeto CNPq
Universal, Processo n® 404819/2025-7, enquanto a safra de 2026 serd conduzida no
ambito da presente proposta. Ambas serdo acompanhadas segundo procedimentos
compativeis de avaliacdo fenotipica e manejo experimental, respeitando as
responsabilidades e os objetivos especificos de cada projeto. Em cada combinacao entre
sistema de produgdo e safra de nascimento, 0os animais serdo acompanhados por
aproximadamente um ano, com quatro avaliacfes fenotipicas sazonais, totalizando cerca
de 1.600 registros.

A presenca de reprodutores compartilhados entre safras, incluindo 36,4% dos touros
utilizados no sistema extensivo e 33,3% no semi-intensivo entre 2023 e 2025, evidencia
conectividade genética temporal. Além disso, 47,8% dos touros Canchim utilizados no
Grupo ILMA apresentam genealogia relacionada ao rebanho da Embrapa. As progénies
previstas para 2026 também incluem filhos e filhas de reprodutores previamente avaliados
quanto a infestacdo por carrapatos, permitindo a continuidade das avaliagdes genéticas
e fenotipicas.

Durante esse periodo, as avaliacdes parasitologicas seréo realizadas sob infestacéo
natural, mantendo-se 0s animais sem tratamento carrapaticida e anti-helmintico por 30 a
40 dias antes de cada avaliacdo. Serdo estabelecidos critérios clinicos e hematolégicos
para intervencdes sanitarias, quando necessarias, a fim de assegurar o bem-estar animal.
Informacdes sobre 0 manejo sanitario, o uso de antiparasitarios e as condicdes ambientais
serdo registradas para auxiliar a interpretacdo dos resultados e, quando pertinente,
incorporadas aos modelos estatisticos. Ao final das avaliagbes, os dados serdo
incorporados aos modelos genéticos. Com base nos valores genéticos preditos e nos
critérios de classificacdo estabelecidos, os animais serdo ranqueados e 0S Qgrupos
extremos serdo selecionados para as etapas subsequentes do projeto.

5.2. Avaliagdes fenotipicas
5.2.1. Contagens de carrapatos

Em cada avaliacdo, serdo contabilizadas as fémeas adultas de R. microplus
aderidas ao hospedeiro, com diametro igual ou superior a 4,5 mm, presentes no lado
esquerdo do corpo dos animais, conforme Utech et al. (1978) e Hermans et al. (1994).
Adicionalmente, sera atribuido um escore de infestacdo, variando de 0 a 4, conforme
Fraga et al. (2003), com a modificagao proposta por Frabetti et al. (2023), considerando a

presenca de diferentes estagios do carrapato, incluindo larvas, ninfas, machos e fémeas.
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As contagens de fémeas adultas e o0s escores de infestacdo serdo utilizados
conjuntamente na construcéo de um indice composto de infestacéo por R. microplus (IC).
Esse indice serd empregado como medida complementar nas andlises de resisténcia e
tolerancia ao carrapato, conforme descrito nas subsec¢tes especificas sobre a construcao

dos fendtipos e a estimacéo dos parametros genéticos.
5.2.2. Medidas de peso e hemograma dos animais

O peso corporal sera registrado em todas as avaliagdes fenotipicas, e o ganho médio
diario serd calculado a partir da diferenca entre os pesos obtidos em avaliacdes
consecutivas, considerando-se o intervalo de dias entre as respectivas pesagens.

Amostras de sangue serdo coletadas por venopuncao da veia jugular em tubos
contendo EDTA. Essas amostras serdo utilizadas para a realizacdo do hemograma
completo e para a extracdo de DNA destinado a quantificacdo de hemoparasitas por PCR
guantitativa em tempo real (QPCR). Os hemogramas seréo realizados em analisador
hematolégico automatizado de cinco partes, a ser disponibilizado por meio da
infraestrutura institucional ou de colaboragédo estabelecida para o projeto, permitindo a
determinacdo dos parametros das séries vermelha e branca, incluindo o diferencial
leucocitario, e da série plaquetaria. Esses dados serdo utilizados como indicadores
fisiologicos e sanitarios e associados a infestacdo por R. microplus, as cargas de

hemoparasitas e aos fenotipos de resisténcia, tolerancia e desempenho produtivo.
5.2.3. Extracdo de DNA e quantificacdo de hemoparasitas por gPCR

As amostras de sangue coletadas em tubos com EDTA serdo utilizadas para
extracdo de DNA genémico com o Wizard® Genomic DNA Purification Kit (Promega™,
Madison, WI, EUA), conforme o protocolo do fabricante para 300 puL de sangue total. A
concentracdo e a pureza do DNA serdo avaliadas por nanoespectrofotometria no
equipamento BioDrop PLITE (Biochrom, Cambridge, Reino Unido), e as amostras serao
armazenadas a —20 °C até as analises. A quantificacdo de Babesia bovis e B. bigemina
sera realizada por PCR quantitativa em tempo real (QPCR), com base no numero de
copias do gene mitocondrial que codifica o citocromo b (mt-cyB), utilizando primers para
amplicons de 98 pares de bases e sondas especificas, conforme Okino et al. (2018). Para
Anaplasma marginale, sera empregada gPCR direcionada ao gene msplb, com amplicon
de 119 pares de bases, conforme o ensaio desenvolvido e validado por Giglioti et al.
(2019). As reacdes serao conduzidas com o GoTag® Probe gPCR Master Mix (Promega,
Madison, WI, EUA), em volume final de 20 uL, no equipamento Bio-Rad CFX96 (Bio-Rad,

Hercules, CA, EUA). A quantificacdo absoluta ser4d baseada em curvas padrao
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construidas com diluicbes seriadas de fragmentos de DNA sintético gBlocks® Gene
Fragments (Integrated DNA Technologies), conforme Giglioti et al. (2018). O nimero de
cOpias sera estimado pelo software associado ao equipamento. As cargas de
hemoparasitas serdo utilizadas como covariaveis ou variaveis-resposta em analises de
associacdo com os valores genéticos preditos para resisténcia, tolerancia e desempenho
produtivo, bem como com parametros hematoldgicos, carga de carrapatos e dados

transcriptdmicos e microbiolégicos.

5.3. Analises estatisticas para feno6tipos de resisténcia e tolerancia

5.3.1. Construcao do indice composto de infestacdo e estrutura dos dados

Sera construido um indice composto de infestacdo (IC) a partir da contagem de
fémeas adultas e do escore visual de infestacdo por R. microplus. A contagem sera
transformada por log(n+1), e ambas as variaveis serdo padronizadas em escores-z antes
da analise de componentes principais (ACP). O primeiro componente principal (PC1) sera
utilizado como IC, desde que as variaveis apresentem cargas fatoriais com o mesmo sinal
e interpretacdo bioldgica consistente. O sinal do PC1 sera orientado de modo que valores
maiores indiqguem maior intensidade de infestagdo. Para o modelo de resisténcia, o IC
sera utilizado diretamente como variavel-resposta. Para a avaliacdo da tolerancia, o IC
sera decomposto em componentes cronico e agudo. O componente cronico sera definido
pela média individual do IC ao longo das avaliagées: X, .; = I.;;, em que I.; corresponde
a média do IC do animal [, pertencente a safra de nascimento ¢ e ao sexo j, calculada ao
longo das avaliac6es. O componente agudo sera calculado como o desvio da infestacéo
observada em cada avaliacdo em relagcdo a média individual: X ;.j; = Iicj; — I;cj, €m que
Ii.j; € 0 IC observado para o animal [, na avaliacdo i, da safra de nascimento c e do sexo
j. Assim, X; representard o nivel médio de infestacdo, enquanto X, representara a
variagdo da infestacdo em relagdo a média individual. No modelo de tolerancia, X; sera
incluido como covariavel fixa, e X, sera utilizado como gradiente ambiental da norma de
reacdo. Serdo registradas as cargas fatoriais e a propor¢do da variancia explicada pelo
PC1. Como analise de sensibilidade, os resultados obtidos com o IC serdo comparados
agueles obtidos utilizando separadamente a contagem transformada de fémeas adultas e

0 escore visual de infestacéo.

5.3.2. Modelos para resisténcia e tolerancia e estimagdo de parametros

genéticos

As analises serdo realizadas sob abordagem bayesiana, utilizando o pacote

MCMCglmm no ambiente R. A matriz de relacdes genéticas aditivas baseada no pedigree
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sera incorporada aos modelos para estimar componentes de variancia, herdabilidades e
valores genéticos preditos para resisténcia, tolerancia e desempenho produtivo. Seréo
ajustados modelos especificos para cada caracteristica, conforme Doeschl-Wilson e
Kyriazakis (2012) e Mulder e Rashidi (2017).

Modelo 1 - Resisténcia ao carrapato

A resisténcia serd avaliada utilizando o IC como variavel-resposta. Os modelos seréo
ajustados separadamente para 0s sistemas extensivo e semi-intensivo:
Yr = XgBr + Zrag + Wrpegp + eg

em que:

yr € 0 vetor de observacgfes do IC; B é o vetor de efeitos fixos de safra de nascimento,
sexo e avaliagdo; ayp representa os efeitos genéticos aditivos; peg corresponde ao
ambiente permanente do animal; e e; representa os residuos. Os valores genéticos
preditos para resisténcia serdo definidos por EBVR, = dr;, sendo considerados mais

resistentes os animais com menores valores de EBVR.
Modelo 2 - Tolerancia ao carrapato por norma de reacao

A tolerancia sera definida como a capacidade genética do animal de manter o
desempenho produtivo diante de varia¢des na infestacdo por R. microplus. A estrutura do
modelo distinguira os componentes cronico e agudo da infestacdo. Para cada sistema de

producdo, sera ajustado o seguinte modelo:

Vicji = U+ a; +8c +5j+ BiXvicii + B2Xzicii + AiXzicji + ot + a1iXzicji + Eicji
em que:
Yicj € 0 ganho médio diario do animal [, na avaliagéo i, da safra de nascimento ¢ e do
sexo j; 4 € a média geral; a; é o efeito fixo da i-ésima avaliacdo; 6. é o efeito fixo da c-
ésima safra de nascimento; s; € o efeito fixo do sexo; X, ;.;; € 0 componente crénico da
infestacéo; X, ;.;; € o componente agudo da infestacdo; p, e 5, sdo os coeficientes de
regressdo associados aos componentes cronico e agudo, respectivamente; A;X; ;.
representa a interacdo entre a avaliacdo e o componente agudo da infestacdo; a,; € o
intercepto genético aditivo do animal [; a,; é a inclinacao genética individual da norma de
reacao; g;.;; € o erro residual.

Os valores genéticos preditos para desempenho produtivo e tolerancia seréo

obtidos, respectivamente, pelo intercepto e pela inclinagdo genética da norma de reagao:
EBVP[ = doz e EBVTl = all'
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O EBVP seré interpretado como o valor genético para o desempenho produtivo na
condicdo de referéncia X, = 0, isto €, quando a infestacdo observada corresponde a
meédia individual do animal, ap0s o ajuste para o nivel cronico de infestacdo e os demais
efeitos fixos. Portanto, ndo sera interpretado como desempenho na auséncia de
parasitismo. O EBVT representard a sensibilidade genética do ganho médio diario as
variacfes agudas da infestacdo. Valores mais proximos de zero indicardo menor reducéo
do desempenho diante dessas variacoes e, portanto, maior tolerancia, enquanto valores
mais negativos indicardo maior sensibilidade ao aumento da infestagéo.

Quando aplicavel, modelos alternativos serdo comparados pelo Deviance
Information Criterion (DIC), e a inferéncia sera realizada por amostragem MCMC. Serdo
utilizadas multiplas cadeias independentes, e a convergéncia sera avaliada por
diagnosticos de Gelman—Rubin, inspec¢ao visual dos tracos, autocorrelacdo e tamanho
efetivo das amostras. As estimativas serdo apresentadas com médias posteriores e
intervalos de credibilidade de 95%.

Os dados hematologicos e as cargas de hemoparasitas serdo posteriormente
utilizados em analises de associagdo com o0s valores genéticos para resisténcia,
tolerancia e desempenho produtivo, buscando identificar relacées com os mecanismos

biolégicos envolvidos na adaptacao ao parasitismo.
5.4. Integracéo fenotipica e classificacdo dos animais

Com base nos modelos genéticos ajustados, serdo obtidos os valores genéticos
preditos para resisténcia ao carrapato (EBVR), desempenho produtivo (EBVP) e
tolerdncia ao carrapato (EBVT). O EBVR serd estimado pelo modelo de resisténcia,
enquanto o EBVP e o EBVT corresponderdo, respectivamente, ao intercepto e ao
coeficiente angular da norma de reacdo. Considerando que resisténcia e tolerancia
representam estratégias adaptativas distintas e potencialmente independentes (Doeschl-
Wilson e Kyriazakis, 2012; Mulder e Rashidi, 2017), os animais serdo classificados com
base em multiplos critérios, sem a construcado de um indice unico. Os valores genéticos
serdo estimados para todos os animais avaliados, independentemente do sexo,
aproveitando a estrutura de parentesco e a conectividade genética entre os rebanhos.

Menores valores de EBVR indicardo maior capacidade genética de limitar a
infestacdo. Valores de EBVT proximos de zero ou positivos indicardo menor reducéo
esperada do ganho médio diario com o aumento da infestacdo e, portanto, maior
tolerancia; valores negativos indicardo maior sensibilidade ao desafio parasitario. O EBVP
sera utilizado como indicador do potencial genético basal para desempenho na condi¢éo
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de referéncia X, = 0, correspondente a infestacdo média individual, ndo representando o
desempenho na auséncia de parasitismo.

A classificacdo sera realizada separadamente em cada combinacéo entre sistema
de producéao e safra de nascimento. Para permitir comparacdes relativas, os EBVR, EBVT
e EBVP poderao ser padronizados em escores-z dentro de cada estrato.

Os quatro grupos serdo definidos da seguinte forma:
1-Tolerantes com maior predisposicdo genética a infestacdo: animais com maiores
valores de EBVR, indicando menor capacidade genética de limitar a infestacao,
associados a valores de EBVT proximos de zero ou positivos e elevados valores de EBVP.
Representarao individuos que, apesar da maior predisposi¢cao a infestacdo, apresentam
menor reducado esperada do desempenho diante do desafio parasitario.
2—-Resistentes e produtivos: animais com menores valores de EBVR e elevados valores
de EBVP, representando individuos com maior capacidade genética de limitar a
infestacdo e elevado potencial produtivo. Sempre que possivel, serédo priorizados animais
gue ndo apresentem valores fortemente negativos de EBVT.
3—-Resistentes e com baixo potencial produtivo: animais com menores valores de
EBVR e menores valores de EBVP, representando individuos capazes de controlar
geneticamente a infestacdo, mas com menor potencial produtivo basal.
Preferencialmente, ndo seréo selecionados animais com valores extremamente negativos
de EBVT, de modo que o principal contraste seja entre resisténcia e desempenho
produtivo.
4-Suscetiveis e com baixo potencial produtivo: animais com maiores valores de
EBVR, menores valores de EBVP e valores negativos de EBVT, especialmente 0os mais
negativos da populacdo de referéncia. Representardo individuos com menor capacidade
de limitar a infestacdo, menor potencial produtivo basal e maior redugcédo esperada do
desempenho diante do aumento da carga parasitaria.

Sempre que possivel, sera mantida representacdo equilibrada de familias e grupos
de parentesco entre 0s grupos experimentais, reduzindo a possibilidade de atribuir
diferencas multibmicas exclusivamente ao parentesco. A acuracia ou o erro-padrao dos
valores genéticos sera utilizado como critério secundario de desempate. A utilizacéo de
machos favorecera a viabilidade operacional e orcamentaria do desafio experimental,

engquanto as fémeas permanecerao incluidas nas analises fenotipicas e genéticas.
5.5. Desafio de infestacéo artificial e coleta das amostras bioldgicas

ApoOs a quarta avaliacdo fenotipica, a estimacdo dos parametros genéticos e a
selecdo dos grupos extremos, 0s animais selecionados serdo submetidos a infestacao
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artificial controlada com larvas de R. microplus. O desafio sera realizado antes das
analises multiomicas, mantendo-se a classificacdo previamente estabelecida e reduzindo
a variabilidade decorrente da intensidade da infestacao natural, conforme Bonamy et al.
(2026).

Antes da infestacdo, sera realizada uma avaliacdo parasitolégica basal pelos
mesmos métodos empregados nas avaliacdes naturais, permitindo quantificar a
infestacdo residual, uma vez que nao seré realizado tratamento carrapaticida. Diferencas
substanciais na infestacao basal entre os grupos serdo consideradas na interpretacao dos
resultados e, quando pertinente, incluidas nas analises estatisticas.

Para a producado das larvas, fémeas adultas de R. microplus serédo coletadas de
bovinos naturalmente infestados nos rebanhos experimentais dos sistemas extensivo e
semi-intensivo. As popula¢Bes serdo identificadas quanto a origem e mantidas
separadamente durante as etapas de oviposicao, incubacéo e producédo das larvas, sem
intercambio entre os rebanhos. As larvas serdo utilizadas exclusivamente no sistema de
producéo de origem, preservando sua rastreabilidade e a correspondéncia com o sistema
de origem. Possiveis diferencas entre os sistemas serdo interpretadas considerando
também a origem das populacdes de R. microplus.

Serdao utilizadas larvas com 15 a 20 dias de idade e taxa de ecloséo superior a 90%.
Cada animal sera infestado com aproximadamente 10.000 larvas, depositadas
uniformemente sobre o dorso, conforme adaptacéo do procedimento descrito por Silva et
al. (2007).

As amostras de sangue, pele e fezes serdo coletadas no 21° dia pés-infestacao,
periodo utilizado para a avaliacdo de fémeas adultas aderidas ao hospedeiro apds a
infestacédo artificial e em estudos de resisténcia e suscetibilidade de bovinos (Silva et al.,
2007; Franzin et al.,, 2017). Nessa ocasidao, serdo realizadas novas contagens de
carrapatos e obtidos os parametros hematoldgicos previstos. Esses dados serdo
relacionados a infestacdo basal, as cargas de hemoparasitas, ao transcriptoma sanguineo

e aos microbiomas fecal e cutaneo.

5.6. Selegcédo dos animais extremos para as analises multiémicas
As andlises multibmicas serao realizadas com amostras provenientes dos grupos
extremos classificados conforme o item 5.4 e coletadas segundo o0s procedimentos
descritos no item 5.5. O delineamento sera balanceado, com a sele¢éo de cinco machos
de cada grupo extremo em cada combinacédo entre sistema de producdo e safra de

nascimento. Considerando os quatro grupos extremos, serdo selecionados 20 animais
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por combinacédo sistema x safra, correspondentes a 40 animais por sistema de producao

e 80 animais no total:
2 sistemas x 2 safras x 4 grupos x 5 animais = 80

A selecéo exclusiva de machos baseia-se em resultados parciais obtidos no projeto
FAPESP n° 2022/16262-3, dos quais parte foi submetida ao Journal of Animal Science.
Esses resultados indicaram maior intensidade de infestacdo por carrapatos em machos
Canchim, o que pode favorecer a identificacdo de animais contrastantes quanto a
resisténcia e a tolerancia ao carrapato. Embora a inclusdo de fémeas também seja
cientificamente desejavel, sua participacdo no desafio experimental e nas analises
multidbmicas aumentaria substancialmente o nimero de amostras e o0s custos do projeto,
comprometendo sua viabilidade orcamentaria. As fémeas permanecerao incluidas nas
avaliacOes fenotipicas e genéticas da populagdo experimental.

A inclusdo de duas safras e de sistemas de producédo contrastantes permitira avaliar
a consisténcia temporal das estratégias adaptativas ao parasitismo e a recorréncia de
assinaturas moleculares sob diferentes condicbes ambientais e de manejo. Além das
amostras fecais provenientes dos 80 animais selecionados para o desafio artificial, serdo
utilizadas 40 amostras de animais da safra de 2024, exclusivamente para a analise do
microbioma fecal, totalizando 120 amostras fecais.

As amostras de sangue, fezes e pele serdo destinadas, respectivamente, ao
transcriptoma sanguineo por RNA-seq, ao microbioma fecal por sequenciamento do gene

16S rRNA e ao microbioma cutaneo por metagendmica shotgun.

5.7. Coleta, processamento e controle de qualidade das amostras

As amostras serdo processadas segundo protocolos padronizados de
armazenamento, extracdo e preparacdo, especificos para cada matriz biolégica. As
amostras de DNA serdo quantificadas por fluorimetria com o kit Qubit dsSDNA HS Assay,
enquanto as amostras de RNA serdo quantificadas com o kit Qubit RNA HS Assay. A
pureza sera avaliada por espectrofotometria, e a integridade do RNA, por eletroforese
microfluidica no Bioanalyzer 2100 (Agilent Technologies), com obtencdo do RNA Integrity
Number (RIN). Somente as amostras que atenderem aos critérios minimos de qualidade
serdo utilizadas na construcéo das bibliotecas de sequenciamento.

Durante a avaliagdo realizada no 21° dia pés-infestacdo artificial, fémeas adultas
de R. microplus aderidas aos animais dos grupos extremos serdo coletadas e
armazenadas como material biolégico complementar para futuras analises moleculares
do parasita e estudos da interacdo parasito—hospedeiro associada aos fendtipos de

resisténcia e tolerancia.
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5.8. Analise do transcriptoma sanguineo (RNA-seq)

O sangue total sera coletado em tubos PAXgene Blood RNA (BD, Franklin Lakes,
EUA), permitindo a estabilizacdo imediata do RNA. Os tubos serdo mantidos a
temperatura ambiente pelo periodo recomendado pelo fabricante e posteriormente
armazenados a —80 °C até a extracdo. O RNA total sera extraido utilizando o kit PAXgene
Blood RNA Kit (Qiagen, Hilden, Alemanha), incluindo etapa de remocdo de DNA
gendmico. A concentracdo e a pureza do RNA serdo avaliadas por espectrofotometria
(BioDrop ULITE), enquanto a integridade sera determinada por eletroforese microfluidica
(Bioanalyzer 2100, Agilent Technologies, Santa Clara, EUA), com obtencdo do RNA
Integrity Number (RIN). Serado utilizadas apenas amostras com RIN = 7,0, razao A2s0/A2s0
entre 1,8 e 2,1 e A260/A230 2 1,5.

As bibliotecas transcriptbmicas serdo preparadas a partir de RNA total com
enriguecimento para transcritos poliadenilados (poly-A selection). O sequenciamento sera
realizado em plataforma lllumina (NovaSeq 6000 ou equivalente), utilizando estratégia
paired-end, com profundidade média de aproximadamente 50 milhdes de reads por
amostra. As leituras serdo alinhadas ao genoma bovino de referéncia ARS-UCD1.2
utilizando alinhadores splice-aware (STAR ou HISAT2). A expressao génica diferencial
entre 0s grupos extremos sera avaliada por modelos estatisticos apropriados (DESeq?2 ou
edgeR), seguida de andlises de enriquecimento funcional em Gene Ontology (GO), KEGG
e Reactome. Os resultados serdo comparados com conjuntos publicos disponiveis em
GEO e ArrayExpress para avaliacdo da consisténcia das assinaturas moleculares

identificadas.
5.9. Anédlise do microbioma fecal (sequenciamento do gene 16S rRNA)

As amostras fecais destinadas a caracterizacdo do microbioma fecal, com
aproximadamente 10 g, serdo obtidas diretamente da ampola retal, utilizando luvas
estéreis lubrificadas. As amostras serdo acondicionadas em tubos estéreis de 15 mL,
imediatamente congeladas em nitrogénio liquido no campo e posteriormente
armazenadas a -80 °C.

A extracdo de DNA total sera realizada utilizando o kit Quick-DNA™ Fecal/Soill
Microbe Microprep (Zymo, Orange, Califérnia, EUA), incluindo etapas de lise quimica e
mecanica, conforme as recomendacbes do fabricante. A concentracdo, a pureza e a
integridade do DNA serédo avaliadas antes da preparacéo das bibliotecas.

As comunidades bacterianas e arqueais fecais serdo caracterizadas por
sequenciamento do gene 16S rRNA. Para a caracterizacdo bacteriana, serao

sequenciadas as regides V3-V4 do gene 16S rRNA em plataforma de sequenciamento
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de nova geracédo, utilizando estratégia paired-end e profundidade compativel com a
caracterizacdo da diversidade microbiana. Sera considerada como referéncia uma
profundidade aproximada de 30.000 leituras de alta qualidade por amostra, sujeita a
avaliagdo da suficiéncia de cobertura durante o controle de qualidade.

Para a caracterizacdo das comunidades arqueais, sera utilizada uma biblioteca
especifica, empregando regido e conjunto de primers direcionados a esse grupo, com
sequenciamento em plataforma de nova geracdo e profundidade compativel com a
caracterizacao da diversidade arqueal. Os dados de sequenciamento serdo processados
em pipeline bioinforméatico validado, utilizando QIIME 2. As etapas incluirdo filtragem de
qualidade, remocdo de adaptadores e quimeras, inferéncia de variantes de sequéncia
ampliconica (ASVs) por DADAZ2, classificacdo taxonémica utilizando banco de referéncia
SILVA e identificacdo e remocdo de contaminantes. Serdo avaliadas métricas de
diversidade alfa e beta, e os taxons diferencialmente abundantes entre os grupos
extremos serdo identificados por métodos apropriados, como ANCOM-BC ou ALDEX2.

As comunidades bacterianas e arqueais serdo analisadas individualmente e,
posteriormente, seus perfis serdo integrados aos demais dados multidmicos. Os modelos
estatisticos considerardo, quando pertinente, os efeitos de sistema de producao, safra de
nascimento e lote de processamento, bem como possiveis diferencas na quantidade e na
qualidade do DNA obtido.

Adicionalmente, serdo incorporadas as analises do microbioma fecal 40 amostras
provenientes da safra de nascimento de 2024, previamente coletadas e armazenadas a
-80 °C, pertencentes aos grupos extremos definidos em estudo anterior. Assim, o
conjunto final serd composto por 120 amostras fecais, permitindo avaliar a consisténcia
temporal das associacdes entre as comunidades bacterianas e arqueais e as diferentes
estratégias adaptativas ao parasitismo. As amostras da safra de 2024 serdo analisadas
considerando sua origem temporal e possiveis diferencas de manejo, processamento e
lote de extracdo ou sequenciamento. Elas ndo serdo tratadas como parte de um

delineamento balanceado equivalente ao das safras de 2025 e 2026.
5.10. Anédlise do microbioma cutaneo (metagendémica shotgun)

As amostras destinadas as analises metagenémicas da pele serdo coletadas em
areas padronizadas do dorso e da regido perineal, locais associados a interagédo entre o
hospedeiro e R. microplus. A area total de coleta sera previamente definida e aplicada de
forma uniforme a todos os animais. Durante a etapa piloto, serdo avaliados o método de
coleta, a area amostrada, o numero de passagens do dispositivo de coleta e o volume de
solugéao estabilizadora, com base no rendimento de DNA, na propor¢cdao de DNA do
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hospedeiro e na reprodutibilidade dos resultados. As amostras do dorso e da regiao
perineal serdo inicialmente identificadas e processadas separadamente. A formacéo de
uma amostra composta por animal sera realizada somente apés a etapa piloto, caso seja
demonstrado que essa estratégia produz material suficiente e ndo compromete a
caracterizacdo das comunidades microbianas. Essa abordagem permitira avaliar
previamente se ha diferencas relevantes entre os sitios anatdmicos e evitara que
possiveis sinais especificos de uma regido sejam diluidos na amostra composta.

Considerando que o rendimento de DNA microbiano e a propor¢gao de DNA do
hospedeiro podem variar de acordo com o local e o dispositivo de coleta em amostras
epiteliais bovinas, conforme demonstrado por Dean et al. (2021), sera realizada uma
etapa piloto para padronizar a coleta de amostras cutaneas. Serdo comparados diferentes
procedimentos e dispositivos de coleta quanto ao rendimento e a qualidade do DNA, a
proporcao de DNA do hospedeiro e a reprodutibilidade dos resultados. Com base nesses
resultados, sera definido o protocolo mais adequado para a etapa principal.

Apds a coleta, as amostras serdo acondicionadas em solugdo estabilizadora
compativel com a preservacdo do DNA e submetidas a extracdo de DNA total utilizando
o kit Quick-DNA™/RNA Microprep Plus Kit (Zymo, Orange, Califérnia, EUA), ou outro
protocolo previamente validado na etapa piloto. O DNA obtido sera submetido ao
sequenciamento metagendmico shotgun em plataforma de sequenciamento de nova
geracao, utilizando estratégia paired-end. A profundidade de sequenciamento sera
definida com base no rendimento das amostras, na propor¢cdo de DNA do hospedeiro e
na avaliacdo da suficiéncia de cobertura, tendo como referéncia inicial aproximadamente
50 milhdes de leituras por amostra.

Os dados serdo processados para remocdo de sequéncias provenientes do
hospedeiro, caracterizacao taxondmica das comunidades microbianas e analise funcional
dos genes identificados. Serdo avaliadas bactérias, arqueias, fungos e outros
microrganismos identificaveis pela abordagem metagendémica. Os perfis obtidos seréo
integrados aos dados transcriptomicos e do microbioma fecal por abordagens
multidmicas, visando identificar assinaturas biolégicas associadas as diferentes
estratégias adaptativas ao parasitismo.

5.11. Genotipagem

A genotipagem sera realizada utilizando o painel GGP Bovine 100K, composto por
aproximadamente 100 mil marcadores SNP, no maior conjunto de animais fenotipados
disponivel. Seréo incluidos os individuos selecionados para as andlises multidmicas e

seus parentes informativos. Os dados serdo submetidos a procedimentos de controle de
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qualidade, incluindo avaliagcdo da taxa de genotipagem, remocdo de marcadores e
animais com excesso de dados ausentes, verificacdo da frequéncia alélica minima e
identificagdo de possiveis inconsisténcias de sexo e parentesco. Apds o controle de
qualidade, os gendtipos serao utilizados em analises de associa¢cdo gendémica ampla, com
controle para parentesco, estrutura populacional, safra de nascimento e sistema de
producdo. As analises terdo como objetivo identificar regides gendémicas e genes
candidatos associados a resisténcia e a tolerancia ao parasitismo. Considerando o
tamanho amostral disponivel, os resultados serdo interpretados como exploratérios e
candidatos, com cautela quanto a significancia estatistica e a capacidade de
generalizacdo. Sempre que possivel, os achados serdo confrontados com resultados
previamente descritos na literatura e com as assinaturas identificadas nas analises
transcriptbmicas e microbiolégicas. Os genétipos também serdo incorporados ao banco
institucional da Embrapa, contribuindo para futuras avaliagdes genbmicas da raca

Canchim.
5.12. Integrag&o multibmica

Os dados do transcriptoma sanguineo, do microbioma fecal, obtido por
sequenciamento do gene 16S rRNA, e do microbioma cutaneo, caracterizado por
metagend6mica shotgun, serdo inicialmente analisados de forma individual, visando
identificar genes diferencialmente expressos, taxons microbianos e perfis funcionais
microbianos associados as diferentes estratégias adaptativas ao parasitismo. No caso do
microbioma fecal, as vias funcionais seréo inferidas a partir dos dados do gene 16S rRNA,
enguanto, para o microbioma cutaneo, poderdo ser caracterizadas diretamente com base
nos genes identificados pela metagendmica shotgun.

Posteriormente, os conjuntos de dados obtidos dos mesmos animais serao
integrados por abordagens multivariadas utilizando o pacote mixOmics no ambiente R.
Sera aplicada a metodologia DIABLO (Data Integration Analysis for Biomarker Discovery
using Latent Components), uma abordagem supervisionada destinada a identificacdo de
combinac¢des de variaveis moleculares capazes de discriminar 0os grupos extremos e de
contribuir para a identificacdo de biomarcadores candidatos. As analises incluirdo, quando
pertinente, variaveis fenotipicas, hematolégicas, parasitolégicas e de desempenho
produtivo, além dos dados transcriptbmicos e microbioldgicos.

Complementarmente, sera utilizada a abordagem néo supervisionada MOFA (Multi-
Omics Factor Analysis) para identificar fatores latentes compartilhados entre os conjuntos
de dados e caracterizar as principais fontes de variacdo associadas a infestacdo, ao
desempenho produtivo e aos parametros hematoldgicos. Os modelos poderdo incorporar
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covariaveis relevantes, como sistema de producdo, safra de nascimento, lote de
processamento e infestacdo basal, de modo a reduzir a influéncia de fatores técnicos e
ambientais sobre os padrbes multidbmicos.

As relacdes entre varidveis moleculares e fenétipos serdo avaliadas por analises de
correlacdo multivariada e redes de associacdo. Essas analises terdo como objetivo
identificar assinaturas multibmicas biologicamente coerentes e potencialmente
consistentes entre sistemas de producdo e safras de nascimento, bem como genes,
taxons e vias candidatos relacionados a resisténcia e a tolerancia ao parasitismo. Os
resultados serdo interpretados como exploratérios e geradores de hipoteses, e 0s
biomarcadores identificados serdo considerados candidatos, sujeitos a avaliacao analitica
preliminar e validacéo posterior em populagdes independentes.

As 40 amostras fecais provenientes da safra de nascimento de 2024 seréo utilizadas
nas analises do microbioma fecal, considerando-se sua origem temporal e possiveis
diferencas de manejo, processamento e lote de extracdo ou sequenciamento. Como
essas amostras ndo terdo dados correspondentes de transcriptoma sanguineo e
microbioma cutaneo, ndo serédo incluidas na integracao multibmica completa por DIABLO.
Elas poderdo ser utilizadas em andlises especificas de consisténcia temporal do
microbioma fecal ou em analises de integracdo restritas as camadas de dados
disponiveis, desde que o método empregado permita o tratamento adequado de dados

ausentes.
6. Disseminacdo e avaliacao

A disseminacdo dos resultados sera realizada por meio da publicacdo de artigos
cientificos em periddicos internacionais especializados e da apresentacdo dos resultados
em congressos nacionais e internacionais. Ao final do projeto, sera elaborado um relatério
técnico consolidando as atividades desenvolvidas, os resultados obtidos e as perspectivas
para sua aplicacdo em programas de melhoramento genético. Além de ampliar o
conhecimento sobre os mecanismos biol6gicos associados a resisténcia e tolerancia ao
carrapato R. microplus, os resultados poderéo subsidiar estratégias de selecédo genética
voltadas ao aumento da adaptacao dos bovinos ao desafio parasitario, contribuindo para
a reducédo da dependéncia de acaricidas e, consequentemente, da pressao de selecdo de
populacdes de carrapatos resistentes e dos impactos ambientais associados ao uso
intensivo desses compostos. Os conhecimentos gerados poderdo contribuir para
sistemas de producdo mais sustentaveis e resilientes, alinhados aos principios de One
Health, promovendo avancos simultdneos em saude animal, produtividade e
sustentabilidade ambiental. Nesse contexto, 0 projeto apresenta potencial de contribuicdo
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aos Objetivos de Desenvolvimento Sustentavel (ODS) 2 (Fome Zero e Agricultura

Sustentavel) e 12 (Consumo e Producdo Responsaveis).
7. Outros apoios

O projeto anterior financiado pela FAPESP (Processo n° 2022/16262-3) foi
fundamental para consolidar a capacidade da equipe em caracterizar fenotipos de
resisténcia e tolerancia ao carrapato R. microplus em bovinos Canchim. Foram avaliados
animais das safras de nascimento de 2023 e 2024, possibilitando a caracterizacao
genética e fenotipica longitudinal, a estimacdo de parametros genéticos e a predicao de
valores genéticos para resisténcia e tolerancia. Os resultados demonstraram a viabilidade
da identificacdo e selecdo de animais extremos para essas caracteristicas, fornecendo a
base metodoldgica e bioldgica para a presente proposta de integragdo multibmica. A safra
de nascimento de 2025 sera conduzida no &mbito do projeto financiado pelo CNPq — Edital
Universal (Processo n°® 404819/2025-7), intitulado "Resisténcia, tolerancia e resiliéncia de
bovinos de corte as infestacfes por ectoparasitas e infecgcdes por hemoparasitas que
impactam a produtividade da pecuéria brasileira". A complementaridade entre os projetos
permitird a continuidade das avaliacbes em uma populacdo experimental previamente
estabelecida, otimizando recursos e ampliando a base de dados para analises genéticas
e selecédo dos animais extremos.

A Embrapa Pecuéria Sudeste, em Sdo Carlos, SP, disponibilizar4 a infraestrutura
experimental, incluindo os animais do sistema extensivo de producao, laboratérios e
equipamentos para andlises biologicas e moleculares, além da participacdo de
pesquisadores, analistas e bolsistas com experiéncia em genética, melhoramento animal,
biotecnologia, bioinformética e sistemas de producdo. A instituicdo também fornecera
suporte financeiro complementar proveniente do projeto SEG (20.23.08.001.00.00). O
Grupo ILMA, em Angatuba, SP, disponibilizara a base experimental do sistema semi-
intensivo e o suporte técnico necessario as atividades de campo e acompanhamento dos
animais.

As analises laboratoriais, incluindo processamento de amostras bioldgicas,
hemogramas, extracdo de DNA e RNA, quantificacdo de hemoparasitas por biologia
molecular e preparo das amostras para as analises multibmicas, serdo realizadas de
forma integrada entre a Embrapa Pecuaria Sudeste e o Instituto de Zootecnia (12),
instituicbes que dispdem da infraestrutura e dos equipamentos necessarios para
execucao das atividades.

O projeto contard com a colaborac¢éo internacional do Dr. Enrique Sanchez-Molano,
pesquisador do Roslin Institute da Universidade de Edimburgo, Reino Unido, com
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experiéncia em genética quantitativa, gendmica e caracteristicas complexas em animais
de producdo. Participara também o Dr. Wellison J. S. Diniz, Assistant Professor em
Livestock Genomics do Department of Animal Sciences da Auburn University, Estados
Unidos, com experiéncia em gendmica animal, bioinformética e integracdo de dados
omicos. Essas colaboracdes contribuirdo para a analise e interpretacdo dos dados
genéticos e multiomicos, incluindo estratégias de integracdo do transcriptoma, dos
microbiomas e dos dados de genotipagem, bem como para a identificagdo de
biomarcadores candidatos e redes bioldgicas associadas a resisténcia e a tolerancia ao
parasitismo. Essas parcerias fortalecerédo a internacionalizacdo da pesquisa e ampliardo
0 impacto cientifico dos resultados.

O projeto também contribuira para a formacao de recursos humanos qualificados,
envolvendo alunos de pés-graduacdo do Programa de Pdés-Graduagdo em Producgéo
Animal Sustentavel do Instituto de Zootecnia (1Z), Nova Odessa-SP, e do Programa de
Pos-Graduacao em Ciéncia Animal da Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias da
UNESP, campus de Jaboticabal-SP. Os dados gerados subsidiardo dissertacbes de
mestrado e teses de doutorado, contribuindo para a formacé&o de recursos humanos

qualificados na area de genética e genémica animal.
8. Cronograma de atividades

O delineamento experimental inclui o acompanhamento longitudinal da safra de
nascimento de 2025, com avalia¢des iniciadas em 2026, antes da vigéncia da presente
proposta (2027-2030). As atividades realizadas em 2026 pertencem ao projeto
complementar responsavel pela safra de 2025 e sdo apresentadas apenas para
demonstrar a continuidade experimental e a integracdo entre os projetos. Essa etapa é
necessaria para a continuidade da caracterizacdo genética e fenotipica da populacao
experimental e para a obtencdo dos dados utilizados nos modelos genéticos de
resisténcia, tolerancia e desempenho produtivo. Assim, a vigéncia do Auxilio Regular sera
dedicada principalmente as andlises genéticas, transcriptbmicas, metagendmicas e a
integracdo multibmica, reduzindo riscos experimentais e aumentando a viabilidade da
proposta. As atividades experimentais estdo amparadas por protocolo aprovado pela
CEUA, vigente até 2028, cuja prorrogacado sera solicitada para contemplar todo o periodo
de execucao do projeto.

As atividades previstas estéo distribuidas no cronograma abaixo:
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Atividade Local de execucéo 2026™ 2027 2028 2029 2030
1]2]3]4af1]2]3]4a]1]2]3]4]1]2]3]4 1
Caracterizagdo fenotipica
Aprovacdo CEUA e ajustes logisticos I1Z + Embrapa o | o
Avaliacdes fenotlplcqs - Saf'ra 2025 (4 avaliacdes Embrapa + Angatuba | o | o | e o
trimestrais)
Avaliacdes fenotlplcgs—safra 2026 (4 avaliacdes Embrapa + Angatuba ol o | ol o
trimestrais)
Infestacdo artificial dos grupos extremos Embrapa + Angatuba
Avaliagbes hematolédgicas 1z
Extracdo de DNA e gPCR para hemoparasitas V4
Colg_ta_s de sang_ue,_fezes e pele no 21°,d_|a pos—mfgstggao Embrapa + Angatuba o o
artificial dos animais extremos para analises multibmicas
Genética Quantitativa
Construcéo do indice de infestacdo e analises genéticas IZ + Embrapa + o o
(normas de reacédo, EBVR, EBVT e EBVP) colaboradores
Classificacdo dos grupos extremos e selecdo dos 80 IZ + Embrapa + o o
animais colaboradores
Multibmica
Extracdo de RNA (sangue) e DNA (fezes e pele); controle Embrapa o o
de qualidade
Preparacao das bibliotecas e sequenciamento (RNA-seq, Embrapa o | o
16S rRNA e shotgun)
Genotipagem (GGP Bovine 100K) Embrapa ° °
Analises transcriptdmicas e metagendmicas (RNA-seq, 16S IZ + Embrapa + ol o |
e shotgun) colaboradores
Integracdo multibmica e identificagdo de redes bioldgicas IZ + Embrapa + o | o
(DIABLO e MOFA) colaboradores
Identificacdo e avaliacao p.rellmlnar de biomarcadores IZ + Embrapa o | o
candidatos
Produtos
Redacéo de manuscritos cientificos IZ + Embrapa o [ o | o | o °
Relatorio técnico FAPESP parcial e final V4 ° ° °
Disseminac¢do dos resultados (workshops e congressos) I1Z + Embrapa o | o °

*As atividades previstas para 2026 correspondem ao acompanhamento longitudinal da safra de nascimento de 2025, integrante da populacéo experimental da proposta, e embora
estejam apresentadas no cronograma, nao fazem parte da vigéncia do presente Auxilio Regular. A vigéncia da proposta (2027-2030) sera dedicada as analises genéticas,
transcriptdmicas, metagendmicas e a integracdo multibmica, utilizando os dados genéticos/fenotipicos e 0os materiais biolégicos obtidos durante o acompanhamento das duas
safras.
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