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Editorial

100 ANOS ;QUE TENEMOS QUE FESTEJAR LOS VETERINARIOS?

Esa es la pregunta que se puede hacer una persona desprevenida que no sabe que es la Sociedad de Medicina Veterinaria del
Uruguay.

¢Que Festejan con tanto alboroto ?

1.-La Existencia.

Festejamos la presencia de una Institucién, de un Gremio que ha velado por los instereses de los Veterinarios en todos los dmbitos,
sin claudicaciones, defendiendo los intereses de los colegas en relacién de dependencia o sin ella . Asi se ha demostrado en el correr
de este afio con las cartas a instituciones estatales o privadas que se olvidaron, cuando hicieron llamados, pidiendo universitarios
que realizaran tareas que son propias de nuestra profesién, por formacién y por conviccién. Festejamos nuestros 100 afios cuando
no permitimos que se denosten los logros de nuestra profesién en el combate de las zoonosis.

2.-La Presencia.

La presencia de nuestros profesionales en todos los departamentos del pafs, representando a la profesién Veterinaria, en el 4mbito
del MGAP, en las Comisiones Departamentales de Salud Animal (CODESA), en la Comisién Nacional Honoraria de Salud Animal
(CONAHSA), en la Comisién de Acreditacién , en la Comisién de Leucosis, en la Comisién de Brucelosis, en la Comisién de
Garrapata, Comisi6én del Censo Nacional de Veterinarios, en el 4mbito del Ministerio de Salud Publica en la Comisi6én de Rabia, en
la Comisién Nacional Honoraria de Lucha Contra las Zoonosis, en el Co-Gobierno Universitario, en el Claustro y en el Consejo de

la Facultad y Central, en la Comisién asesora de la Caja de Jubilaciones y Pensiones Profesionales, en 1a Agrupacién Universitaria
del Uruguay.

3.-La Diversidad.

La presencia de la profesién Veterinaria en las filiales de especialistas con destacadisimas actividades :
SUB (Sociedad Uruguaya de Buiatria)

SUVEPA (Sociedad Uruguaya de Veterinarios Especialistas en Pequefios Animales)
AUVELA (Asociacién Uruguaya de Veterinarios Especialistas en Laboratorios)
AUVE (Asociacion Uruguaya de Veterinarios Especilistas en Equinos)

AMEVEA (Asociacién Médicos Veterinarios Especialistas en Aves)

AVEPA (Asociaci6n Veterinarios Especialistas en Proteccién de Alimentos)
Comisién de Reproduccién

Comisién de Podales

Comisién de Biotecnologia

Comisién de Brucelosis

USU -Unidad de Salud de Ubre

Comisién de Encefalopatia Espongiforme Bovina

Comisién de Zoosiquiatria y Comportamiento

4.-La Comunicacion.

La SMVU tiene como obligacién, por estatutos, la difusién del conocimiento técnico cientifico. Es asi que organiz6 congresos
Mundiales por designacién de las instituciones madres, como ser el Congreso Mundial de Buiatria, el Congreso Mundial de
Laboratorios Veterinarios, el Congreso Mundial de Podologia. La SMVU vy sus filiales de especialistas organizaron miltiples
actividades y Congresos Nacionales de actualizacién técnica con presentacién de trabajos cientificos de colegas nacionales y

extranjeros.
5.-La Informacién.

Las actividades de la SMVU son difundidas por dos revistas propias, enviadas por correo a cada uno de los socios, la Revista
Cientifica Veterinaria (que se publica tres veces al afio) y la Revista de Difusién Veterinarios que se publica cada dos meses.

La p4agina WEB con informacién actualizada de todas las actividades, informaciones y pedidos de trabajo para nuestros profesio-
nales.
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Las Cartas Electr6nicas o Newsletters con informacién destacada y urgente.

Los e- mail a los socios con detalles precisos e informaciones relevantes para el accionar profesional.

6.-En la Prensa Oral, Escrita y Televisiva.

La SMVU detect6 la falta de presencia de nuestra Institucién en los medios de difusién masiva, realizindose presentaciones
durante el afio 2007 en més de 100 reportajes a integrantes del Consejo Directivo.

7.-Con los Poderes Piiblicos.

Se mantienen contactos con los poderes publicos a los efectos de difundir cuales son nuestras preocupaciones y recomendar las
posibles soluciones a las mismas, presentando nuestra opinién en la Comisién de Hacienda del senado de la Repiblica, en la
Comisién de Ganaderia de la Cdmara de Representantes, con una carta al Sr. Presidente de la Republica, que fue delegada
posteriormente a una entrevista con el Sr. Ministro de Educacién y Cultura, en dos oportunidades con el Sr. Ministro de Ganaderia

Agricultura y Pesca, con el Ministerio de Salud Piblica con la Divisién Epidemiologia, con la Direccién General de los Servicios
Ganaderos.

8.-Los Homenajes.

Desde el afio 2006, la SMVU, gracias a la invalorable colaboracién de todos los integrantes de la Comisi6én de Festejos de los 100
Afios, realizaré los siguientes eventos:

+ Homenaje de la Cdmara de Diputados en Sesién Extraordinaria a los 100 Afios de la Fundaci6én de la SMVU, con presencia
del Ministro de Turismo Dr. H. Lescano, de los Intendentes de Rio Negro y Flores y de los Diputados Dres. Casas y Cardozo.

* Homenaje a los Veterinérios socios de la SMVU con mas de 40 afios de afiliados en el Salén de Actos de Portones Shopping
con presencia del Ministro de Ganaderia Agricultura y Pesca.

® Mesa Redonda en la SMVU con presencia de dos Ministros por primera vez en la Historia, los Sres. Ministros de Turismo
Dr. H. Lescano y de Ganaderia Don José Mujica

® Gran Premio Nacional 100 afios de la Sociedad de Medicina Veterinaria del Uruguay en el Hip6dromo de Marofias.
* Festejo del Dia del Veterinario, el 23 de Noviembre en la Sociedad Criolla Elias Regules.

* Acto Conmemorativo de los 100 Afios de fundacién de la SMVU en el Sal6n de los Pasos Perdidos del Palacio Legislativo
con presencia de la Orquesta Sinfénica Juvenil, asi como del Sr.Vice Presidente de 1a Repiblica Dr. Rodolfo Nin Novoa.

* Homenaje de la Academia Nacional de Veterinaria ala SMVU.
®* Homenaje de la Facultad de Veterinariaala SMVU.
* Homenaje de los estudiantes de la CGU a la SMVU.

Por todo esto los Veterinarios Uruguayos festejamos estos 100 Afios
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Articulo Original

Mejora en la sanidad de la cria en colonias de abejas (Apis mellifera L.)
seleccionadas por comportamiento higiénico

Invernizzi, C.!; Rodriguez, J.P.'

RESUMEN

Las enfermedades infecciosas de la cria, especialmente la Lo-
que Americana, causada por la bacteria Paenibacillus larvae, y
el dcaro parasito Varroa destructor, provocan enormes pérdi-
das econémicas en la produccién apicola. El control de la sani-
dad de las colonias empleando antibidticos y acaricidas ya ha
generado numerosos casos de resistencia en los diferentes pa-
tégenos. Con el objetivo de aumentar la resistencia de las abe-
jas alas enfermedades de la cria y a la Varroasis se realiz6 una
seleccion masal de colonias para mejorar el comportamiento
higiénico de las abejas (desoperculado de las celdas y posterior
remocién de las larvas enfermas o parasitadas). En seis genera-
ciones se increment6 el comportamiento higiénico de las colo-
nias de 77,7 + 20,9% a 98,7 + 1,7%, y se redujo la proporcién
de colonias con enfermedades de la cria de 50% a 0. Las colo-
nias enfermas presentaron un comportamiento higiénico signi-
ficativamente menor que las colonias sanas. Respecto a la Va-
rroasis, los resultados encontrados indicarian que el compor-
tamiento higiénico no es un mecanismo de resistencia eficiente
para controlar los dcaros. El mejoramiento genético de las abejas
constituye una herramienta importante para reducir en el mediano
plazo el impacto negativo de las enfermedades de la cria.

Palabras clave: Abejas meliferas, seleccion, enfermedades,
resistencia, comportamiento higiénico

SUMMARY

Brood infectious diseases, specially American foulbrood, cau-
sed by the bacterium Paenibacillus larvae, and the parasi-
tic mite Varroa destructor, are responsible for great econo-
mical loses in beekeping industry. Control of sanity of co-
lonies using antibiotics and acaricides, have given rise to
numerous cases of pathogen resistance. With the aim of
increasing bee resistance to brood diseases and varroa, we
performed a mass selection of colonies, to improve bee
hygienic behaviour (cells uncapping and ulterior removing
of diseased or parasited larvae). After six generations, colo-
ny hygienic behaviour increased from 77.7 £ 20.9% to 98.7
+ 1.7%, and proportion of colonies with brood diseases
reduced from 50% to 0. Diseased colonies presented signi-
ficantly less hygienic behaviour than the healthy ones. Re-
garding varroa infestation, our results indicate that hygie-
nic behaviour is not an efficient resistance mechanism to
control mites.

Honey bees genetic improvement is an important tool to
reduce the negative impact of brood diseases in the short
term.

Key words: Honey bees, selection, diseases, resistance, hygienic
behavior.

INTRODUCCION

Los problemas sanitarios de las abejas 29).

virus u otros microorganismos (2, 22,

en las mieles, fundamentalmente cuando
se trata de sustancias prohibidas, difi-

meliferas causan pérdidas econ6micas
millonarias en la industria apicola en todo
el mundo, principalmente en aquellos
paises con apiculturas desarrolladas
como es el caso de Uruguay. Las enfer-
medades infecciosas de la cria son las mas
perjudiciales, destacdndose la Loque
Americana y la Loque Europea, causa-
das por las bacterias Paenibacillus lar-
vae y Melissococus pluton, respectiva-
mente, la Ascosferiosis, debida al hongo
Ascosphaera apis y la enfermedad viré-
sica Cria Ensacada. Entre las plagas, el
acaro ectoparasito Varroa destructor, que
se reproduce en las celdas con cria, cau-
sa dafios letales en las colonias, tanto
por su accién directa o como vector de

La estrategia generalizada seguida por los
apicultores para controlar la sanidad de
las colonias es el empleo, cada vez con
mayor frecuencia, de diferentes antibi6-
ticos y acaricidas. Sin embargo, la utili-
zaci6n masiva de medicamentos trae
aparejados dos riesgos importantes. Por
un lado, aumenta la probabilidad de ob-
tener variantes resistentes de patégenos,
lo que demandaria un incremento de las
dosis de medicamentos o su sustitucién
por formulaciones nuevas. En este sen-
tido, se ha demostrado la resistencia de
P. larvae ala oxitetraciclina (1, 19) y de
V. destructor a fluvalinato, amitraz y cu-
mafés (7, 8, 17, 35). Por otro lado, la
presencia de residuos de medicamentos

'Seccién Etologfa, Facultad de Ciencias, Igud 4225, CP 11400, Montevideo, Uruguay. E-mail: ciro@fcien.edu.uy.
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culta la colocacién de éstas en la mayo-
ria de los mercados compradores.

Ante esta perspectiva, en muchos pai-
ses se han desarrollado programas de
mejoramiento genético de abejas con la
finalidad de aumentar la resistencia a las
enfermedades, de modo de reducir el
empleo de tratamientos quimicos, € in-
cluso prescindir de ellos. Para ello, ade-
més de determinar la presencia de los sin-
tomas de las enfermedades de la cria méas
comunes y el grado de infestacién de V.
destructor, se suele evaluar la expresion
de algunos mecanismos de resistencia a
patégenos y parésitos. El més estudiado
es el “comportamiento higiénico” de las
abejas, término que describe el proceso
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por el cual las abejas desoperculan las
celdas que contienen crias muertas Yy,
posteriormente, remueven estas crias (27,
28). Se asume que las abejas que detec-
tan rdpidamente la muerte de larvas y
pupas enfermas o parasitadas y las reti-
ran de las celdas pueden eliminar del nido
diferentes pat6genos antes de que se pro-
paguen, por ejemplo formando esporas
como lo hace P. larvae y A. apis, o inte-
rrumpir la reproduccién de V. destructor.

Trabajos pioneros realizados hace varias
décadas mostraron que las colonias hi-
giénicas controlan en buena medida a la
Loque Americana (20, 27, 28, 36, 37, 38).
Estos resultados fueron confirmados
posteriormente por Spivak y Reuter
(33). Respecto a la Ascosferiosis, la ma-
yoria de los resultados obtenidos han
sido alentadores, encontrandose que las
colonias higiénicas reducen o eliminan los
sintomas de la enfermedad luego de con-
taminar la colonia con A. apis (9, 10, 12,
14, 15, 18, 31, 32). La posibilidad de
controlar al acaro V. destructor emplean-
do colonias higiénicas es respaldada por
las investigaciones de Boecking & Dres-
cher (3) y Spivak (30). Estos investiga-
dores encontraron que, luego de introdu-
cir artificialmente 4caros en las celdas con
cria, las colonias higiénicas lirapiaban las
celdas interrumpiendo el ciclo de criaen
mayor proporcién que las poco higiéni-
cas, impidiendo de este modo la repro-
duccién del pardsito. Marcangeli (16)
estudiando la poblacién de V. destructor
«en colonias naturalmente infestadas, tam-
bién encontré que las colonias mas higié-
nicas se hallaban menos infestadas. Sin
embargo, 1a eficiencia del comportamien-
to higiénico de las abejas como mecanis-
mo de resistencia a V. destructor estd muy
relativizada al identificarse otros meca-
nismos como la duracién del periodo de
operculado de las celdas, el grooming de
las abejas, la supresi6én de la reproduc-
cién de los 4caros, la atractividad de la
cria, el tamaifio de las celdas y la edad de
los panales con cria (5, 11, 21, 24, 25, 21).

En el afio 2001 se inici6 en Uruguay un
programa de mejoramiento genético de
abejas de pequeiia escala con el objetivo
de proveer a un grupo organizado de api-
cultores colonias que controlaran mejor
las enfermedades de la cria, especialmen-
te la Loque Americana. Esta enfermedad

venia causando enormes pérdidas de co-
lonias desde su aparicién en el pais en el
afio 1998. Como objetivo secundario se
buscé disminuir la presencia de V. des-
tructor en las colonias. En este trabajo
se presentan los resultados sanitarios
obtenidos en seis afios de seleccién.

MATERIALES Y METODOS

El programa de mejoramiento genético
se realiz6 con abejas europeas Apis me-
llifera mellifera, que son las que preva-
lecen en Uruguay, hibridadas en distinto
grado con abejas africanas A. mellifera
scutellata (4, 6).

El apiario de seleccién estaba ubicado en
una zona de alta densidad de colmenas
préximo a la ciudad de San José y no
existian barreras fisicas que limitaran el
libre cruzamiento de las reinas con zén-
ganos provenientes de otros apiarios. El
trabajo comenz6 en la primavera del afio
2001 con 40 colonias sin seleccién pre-
via. En los siguientes cinco afios el apia-
rio inici6 la invernada con 40-60 colo-
nias. En cada afio la evaluacién de las
colonias se realiz6 durante los meses de
otofio, invierno y primavera, mientras que
durante el verano se multiplicaron las rei-
nas de las colonias seleccionadas para re-
emplazar a las de la generacién anterior.

La deteccién de colonias con buena re-
sistencia a las enfermedades de la cria se
basé en la inspeccién sanitaria rutinaria
de lacriay en la evaluacién del compor-
tamiento higiénico de las colonias. Para
considerar que una colonia estaba enfer-
ma era suficiente con que presentara una
sola larva con sintomas clinicos claros
en al menos una inspeccién, sin tomar en
cuenta que en las demds inspecciones la
colonia no mostrase sintomas. El com-
portamiento higiénico de las colonias se
evalué6 en los meses de noviembre o di-
ciembre, cuando normalmente la pobla-
ci6n de abejas adultas cubria toda la cé-
mara de cria. Para ello se escogia un pa-
nal conteniendo cria recién operculada y
se mataban aproximadamente 130 pre-
pupas pinchéndolas con un alfiler ento-
molégico a través del opérculo. El panal
se colocaba en el centro de la cdmara de
cria y 24 horas después se retiraba para
contar el nimero de celdas desopercula-
das por las abejas (13). La proporcién
de celdas experimentales desoperculadas

se expres6 como Tasa de Desoperculado
(TD%).

La infestacién de V. destructor, medida
como la proporcién de 4caros foréticos
en abejas adultas, se determiné en la pri-
mavera del afio 2001 y en invierno y pri-
mavera de los afios 2002, 2003 y 2004.
En los afios 2005 y 2006 las colonias fue-
ron tratadas con acaricidas en otofio para
evitar excesivas pérdidas invernales.

La evaluacién de las colonias se comple-
ment6 atendiendo parametros poblacio-
nales y productivos, asi como la expre-
siéon de comportamientos indeseables
como la agresividad y la tendencia a en-
jambrar.

Se aplic6 un método de seleccién masal
evaluando cada caracteristica separada-
mente. Se eligieron como madres tnica-
mente aquellas colonias que superaron
los valores minimos exigidos para cada
caracteristica (Independent Culling Se-
lection) (26). Desde el punto de vista
sanitario los criterios excluyentes fue-
ron la presencia de alguna enfermedad,
TD menores a 95% (90% solo en el afio
2001) e infestaciones de varroas mayo-
res al 10% en invierno y 3% al final de la
primavera.

RESULTADOS

El nimero de colonias que llegaron a la
primavera superando la invernada en las
seis generaciones evaluadas, y que pos-
teriormente no recambiaron su reina o
enjambraron, fue de 28 (2001), 27 (2002),
29 (2003), 24 (2004), 42 (2005) y 47
(2006) y son las consideradas en la pre-
sentacion de los resultados.

El comportamiento higiénico de las co-
lonias present6 un aumento importante
en la primera generacién de colonias se-
leccionadas pasando de una TD de
77,7 £ 20,9% a 92,8 + 17,0%. En las
siguientes cuatro generaciones este valor
fue aumentando levemente y disminuyen-
do la variabilidad entre colonias. En la
tltima generaci6n evaluada practicamente
todas las colonias manifestaron un ele-
vado comportamiento higiénico
(TD =98,7 £ 1,7%) (figura 1).

La proporcién de colonias con enferme-
dades en la cria disminuy6 marcadamen-
te entre la primera y la segunda genera-
cién evaluada (de 50 a 14,8 %), en las
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tres siguientes se mantuvo por debajo del
10 % y en la tltima no se detectaron colo-
nias enfermas en el apiario (figura 2).

Considerando la totalidad de colonias
evaluadas en las seis generaciones se en-
contr6 que el comportamiento higiénico
de las colonias que presentaron alguna
enfermedad en la cria fue significativa-
mente menor que el de las colonias sanas
(test de Mann Whitney; P < 0,001) (fi-
gura 3).

Las diferentes enfermedades de la cria
aparecieron con frecuencias diferentes en
los seis afios (Cuadro 1). Se destaca la
Loque Europea que estuvo presente en
los primeros cinco afios, mientras que la
Ascosferiosis solo apareci6 en los dos
primeros y la Cria Ensacada en el cuarto
y quinto afio. En 8 colonias se encontra-
ron sintomas claros de dos enfermeda-
des simultdneamente: cinco con Loque
Europea y Ascosferiosis y tres con Lo-
que Europea y Cria Ensacada.

Respecto a la Varroasis es dificil anali-
zar si la capacidad de limpieza de las co-
lonias se relaciona con el grado de infes-
tacién porque, con la excepcién del pri-
mer afio, la enorme mayorfa de las colo-
nias presentaron poca variabilidad, con
TD mayores a 90%. En estas colonias
higiénicas la presencia de V. destructor,
tanto en invierno como en primavera,
presenté diferencias importantes. De
todos modos, el nivel de infestacién de
las colonias de la primera generacién en
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Figura 1. Comportamiento higiénico de las colonias

del Apiario de Seleccién en las seis

generaciones evaluadas.

2003

2004 2005 2006

ANO

Figura 2. Proporcién de colonias enfermas en el Apiario de Seleccién

en las seis generaciones evaluadas.

TD (%)

80

60

SANAS ENFERMAS

Figura 3. Comportamiento higiénico de colonias sanas y enfermas M

del Apiario de Seleccién.

Cuadro 1. Enfermedades de la cria presentes en las colonias del Apiario de Seleccién en las seis generaciones evaluadas.

Generacién ENFERMEDADES DE LA CRIA Total Total
LA LE CE CY €asos colonias

2001 1 12 0 5 18 14

2002 0 3 0 2 5 4

2003 1 1 0 0 2 2 .
2004 0 2 3 0 5 3

2005 0 1 2 0 3 2

2006 0 0 0 0 0 0

Total 2 19 5 7 33 25

LA = Loque Americana; LE = Loque Europea; CE =

Crfa Ensacada; CY = Crfa Yesificada
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primavera (no se registré en invierno),
donde las colonias expresaron una am-
plia gama de respuestas higiénicas, se
present6 moderadamente asociado al
comportamiento higiénico (r = - 0,31;
n =28; P < 0,05).

DISCUSION

Los patégenos y parésitos que atacan a
las abejas meliferas practicamente no
pueden ser erradicados de los paises una
vez que aparecen, determinando que ac-
tualmente éstos se encuentren amplia-
mente distribuidos en todas las regiones
con actividad apicola desarrollada. Es asi
que la bisqueda de abejas con mayor gra-
do de resistencia sanitaria es un objetivo
prioritario en muchos paises del mundo
para paliar los perjuicios econémicos
causados por las enfermedades y parasi-
tosis sin necesidad de recurrir al empleo
excesivo de medicamentos.

Los resultados obtenidos ¢n seis afios de
mejoramiento genético demuestran que
se puede conseguir una reduccién drasti-
ca de las enfermedades de la cria en poco
tiempo aplicando solamente un progra-
ma de pequefia escala de scleccién masal
en un sistema abierto. Las enfermedades
de la cria que se presentaron en el apia-
rio fueron la Loque Europea, Loque Ame-
ricana, Cria Yesificada y Cria Ensacada,
las que frecuentemente se encuentran en
los apiarios de produccién, siendo la
Loque Europea la més persistente.

La mejora encontrada aparece muy aso-
ciada al incremento rdpido del compor-
tamiento higiénico de las colonias; este
componente de resistencia resulté ser
muy importante para controlar las cua-
tro enfermedades de la cria detectadas en
el apiario. También en Argentina habfan
obtenido una mejora sustancial en la sa-
nidad de la crfa seleccionando abejas hi-
giénicas . (23).

Sin embargo, respecto a la Varroasis los
resultados no son tan claros. Aunque en
la primavera del primer afio de evalua-
cion lainfestacién de las colonias apare-
ce asociada al comportamiento higiéni-
co, en los siguientes tres afios que per-
manecieron sin curar las colonias presen-
taron cargas parasitarias muy diferentes
pese a ser todas muy higiénicas. Spivak
y Reuter (34) encontraron que las colo-
nias higiénicas se defienden activamente
de V. destructor si el nivel de infestacién
es bajo, pero si supera el 15% las colo-
nias requieren tratamiento para evitar que
colapsen. La expresién de otros meca-
nismos de resistencia podria explicar los
diferentes grados de Varroasis registra-
dos en las colonias del apiario de selec-
cién. En este sentido, se estudiaron dife-
rentes mecanismos de resistencia a V.
destructor hallando que un aspecto de la
reproduccién del dcaro (nimero de hem-
bras adultas apareadas producidas por
cada varroa madre) y la proporcién de
4caros mutilados (consecuencia del com-
portamiento de grooming) eran los mis

efectivos, explicando el 97% de la varia-
cién de varroas entre las colonias (21).
Estos dos mecanismos de resistencia es-
pecificos deberfan contemplarse si se
busca mejorar la resistencia de las abejas
a V. destructor.

El hecho de que se haya trabajado con
las abejas hibridas locales, a partir de un
apiario constituido por colonias sin se-
leccién previa (la mitad estaban enfer-
mas), indica que las abejas en Uruguay
cuentan con mecanismos de resistencia
importantes, entre ellos el comporta-
miento higiénico, que pueden incremen-
tarse por seleccién. De este modo, no
seria necesario introducir otras razas o
ecotipos de abejas para conseguir mejor
tolerancia a las enfermedades, evitando
asi los riesgos de introducir al pais nue-
vas enfermedades, susceptibilidades ge-
néticas o comportamientos indeseables.

La multiplicacién de esta experiencia de
mejoramiento genético, fundamental-
mente entre los criadores de reinas pro-
fesionales, puede constituir una forma
sencilla y viable para la apicultura uru-
guaya de mitigar en el mediano plazo el
impacto negativo de las enfermedades de
la cria.
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Revision

Criopreservacion de semen canino. Aplicaciones y desarrollo

Savignone, C.A."%; Tittarelli, C.M.?; Stornelli, M.C.?; Gimenez, F; de la Sota, R.L.?; Stornelli, M.A?

RESUMEN

La criopreservacién de semen y su posterior utilizacién me-
diante inseminacién artificial en caninos es una biotecnologia
reproductiva que se encuentra en pleno desarrollo. Los proce-
sos de criopreservacién provocan alteraciones de las membra-
nas y del metabolismo celular de los espermatozoides. El estu-
dio de la accién de diferentes sustancias adicionadas a los dilu-
yentes, su efecto sobre la criopreservacién del eyaculado y el
desarrollo de nuevos protocolos de congelacién, con el fin de
obtener mejores resultados en relacién a la supervivencia es-
permética y fertilidad del semen al descongelado, posibilitara
en el futuro la aplicacién frecuente de esta biotecnologia. En
este trabajo se analiza y discute la accién de los diferentes
componentes incluidos en los diluyentes utilizados para la crio-

SUMMARY

Semen cryopreservation and their later use by artificial insemi-
nation in canine are a reproductive biotechnology in develop-
ment. Cryopreservation process induces sperms membranes
and cellular metabolism alterations. The study of action of
different substances added to extenders, their effect on the
cryopreservation processes and the development of new
freezing protocols, with obtaining better results during the free-
ze-thaw process, it will facilitate in the future the frequent
application of this biotechnology. The action of different ex-
tender components used for cryopreservation of canine semen
is analyzed in this work.

Keywords: semen — canine - cryopreservation

preservacién de semen canino.

Palabras clave: semen — canino - criopreservacién

INTRODUCCION

El uso de distintas biotecnologias repro-
ductivas en la especie canina se encuen-
tra en pleno desarrollo y su uso es ain
poco habitual. La preservacién del se-
men, luego de su recoleccién, por medio
de la adicién al mismo de un diluyente
adecuado y su inmersién en nitré6geno
liquido (criopreservacién), permite de-
tener el proceso que sufre el espermato-
zoide desde la eyaculacién hasta la fe-
cundacién y conservarlo en el tiempo
potencialmente fértil (82) para su pos-
terior utilizacién mediante técnicas de
inseminacién artificial (IA). El aumento
de la importancia de la cria canina tanto
desde el punto de vista econ6mico, re-
creativo o para la obtencién de perros de
trabajo ha impulsado la implementacién
de bancos de semen criopreservado e 1A
con semen congelado.

La IA no es un método nuevo en cani-
nos, ya en 1787 fue descripta por Laz-
zaro Spalanzani quien us6 semen fresco

(49). Sin embargo debieron pasar casi dos
siglos hasta que, en 1956, Harrop obtu-
vo la primera prefiez con semen refrige-
rado (30). Una década més tarde, en 1969,
Seager comunica la primera IA con se-
men congelado (60).

En los paises desarrollados la IA con se-
men congelado en caninos es aplicada
cada vez més frecuentemente debido a
las posibilidades que ofrece. A partir del
afio 1969, cuando se registra el primer
nacimiento de una camada obtenida a
partir de IA con semen congelado (60),
ha aumentado el interés de los especia-
listas en reproduccién y criadores de
perros por esta biotecnologia estimulan-
do el estudio de este tema y facilitando
su desarrollo (63). Como consecuencia
de estos avances se han creado bancos
de semen en universidades y entidades
privadas en diferentes lugares del mun-
do (16, 45). Estos bancos de semen pro-
veen un reservorio de material genético
de suma importancia en la preservacién

de caracteres fenotipicos de diversas ra-
zas, previniendo cualquier posibilidad de
desaparici6n futura, tanto por motivos
ecolégicos, sanitarios o catastrofes na-
turales.

La IA con semen criopreservado permite
trabajar con dos reproductores en locali-
zaciones geograficas distantes sin nece-
sidad de transportarlos, lo cual brinda
grandes ventajas para los criadores. As{
mismo, la congelacién de semen en cani-
nos hace posible la conservacién del
material genético del macho y el uso de
reproductores mucho después de finali-
zado su periodo ttil como semental, asi
como aumenta las posibilidades de pre-
servacién de cénidos silvestres en vias
de extincién (18, 19, 21).

Si bien el proceso de congelacién de se-
men canino requiere un moderado costo,
equipamiento, infraestructura y entrena-
miento del operador, permite la selec-
cién objetiva del material genético, posi-
bilitando el mejoramiento de patrones
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fenotipicos caninos gracias a su utiliza-
cién mediante IA en la préctica repro-
ductiva diaria.

A pesar del desarrollo crecientz de estas
técnicas, las tasas de prefiez obtenidas a
partir de 1A usando semen congelado en
caninos son atin poco satisfactorias (20,
25, 37, 39).

Los resultados obtenidos utilizando di-
versas técnicas de IA (intravaginal, in-
trauterina transervical o intrauterina qui-
rirgica) (17, 43, 83, 84) son dispares,
variando entre un 40% y un 70% (38,
46, 55, 61, 62, 64, 66). Estas variaciones
pueden deberse a factores relacionados
directamente con la calidad del semen
utilizado, con el momento de la insemi-
nacién (momento de mayor fertilidad de
la hembra), o con la técnica de IA em-
pleada (30, 32, 37, 40). Debidc a la corta
sobrevida de los espermatozcides con-
gelados en comparacién con el semen
fresco, el uso de IA intrauterina aumenta
las posibilidades de prefiez. L.a insemi-
nacién artificial intrauterina puede reali-
zarse depositando el semen en el (tero, a
través de la cateterizacién del cervix o
inoculdndolo directamente en el cuerpo
o cuernos uterinos en forma quirdrgica
(40). Stornelli y col. (65, 66) evaluaron
la fertilidad obtenida utilizando, median-
te inseminacién intrauterina con catéter
noruego, semen canino congelado-des-
congelado con un diluyente TRIS base
cony sin el agregado de 1,5% de Equex
STM Paste. Los resultados mostraron
que las perras inseminadas con un dilu-
yente TRIS base con el agregado de 1,5%
de Equex STM Paste, presentaron un
porcentaje de prefiez (71,4% vs. 42,8%)
y un nimero de embriones gestados (2,14
vs. 1,14) numéricamente superiores a las
perras inseminadas con el diluyente sin
el agregado de Equex STM Paste.

Se ha demostrado que los procesos de
criopreservacién provocan alteraciones
de las membranas y del metabolismo ce-
lular asi como pérdida de la motilidad
espermatica, provocando disminucién de
la fertilidad al descongelado (29, 82).
Este hecho se encuentra relacionado con
la especial sensibilidad del semen canino
a los procesos de criopreservaciéon y a
los pocos estudios realizados en esta
especie si la comparamos con las espe-
cies de produccién. Constantemente se

modifican los protocolos de congelacién
a fin de obtener mejores resultados en
relacién a la supervivencia espermatica
y fertilidad del semen al descongelado.
Es asi que son necesarias investigacio-
nes dirigidas a mejorar la criopreserva-
cién de semen canino con el fin de obte-
ner una alta sobrevida de espermatozoi-
des al descongelado y una prolongada
vida fértil del material depositado en el
utero de la perra, obteniendo de esta
manera tasas de prefiez y tamafios de
camada satisfactorios. Estos hechos se
encuentran intimamente relacionados con
la conservacién de la integridad estruc-
tural y fisiolégica del espermatozoide al
descongelado (32).

El continuo estudio de los factores que
posibilitan una mejor criopreservacién de
semen relacionados con los procesos de
congelado y descongelado, asi como la
aplicacién de metodologias para la con-
gelacién de semen canino que permitan
obtener porcentajes aceptables de esper-
matozoides viables al descongelado, po-
sibilitaran en el futuro la aplicacién fre-
cuente de esta biotecnologia, mejorar la
prictica reproductiva diaria y aumentar
las posibilidades de preservacion de cé-
nidos en peligro de extincién.

FACTORES QUEAFECTAN LA
VIABILIDAD ESPERMATICA
DURANTE EL PROCESO DE
CRIOPRESERVA CION

Para obtener una criopreservacién satis-
factoria, garantizando la conservacién de
la integridad estructural y fisiolégica de
los espermatozoides al descongelado y
una mayor sobrevida de los mismos en
el tracto genital femenino, se deben con-
siderar una serie de factores, relaciona-
dos con la utilizacién de procedimientos
apropiados de dilucién, congelacién y
descongelacién (31).

Los cambios ocurridos durante la conge-
lacién-descongelacién en las membranas
del espermatozoide son similares a los
producidos durante los procesos de ca-
pacitacién y reducen la longevidad es-
permética (45, 48). Las modificaciones
térmicas que se producen durante los
procesos de congelacién-descongelacion,
provocan alteraciones fisicas y quimicas
en las membranas de los espermatozoi-
des (82). Los cambios més evidentes son

la pérdida de la motilidad espermética y
la pérdida de la integridad acrosémica
(51, 54, 77). Otros factores que modifi-
can la integridad de las membranas de los
espermatozoides son los relacionados
con las caracteristicas fisico-quimicas de
los diluyentes utilizados, los cuales pue-
den provocar alteraciones ultraestructu-
rales, bioquimicas y funcionales en la
célula espermatica (13, 14, 36). Entre los
factores que pueden producir dafio so-
bre los espermatozoides durante los pro-
cesos de criopreservacién, se encuentran
los cambios de volumen, asociados a
cambios en la concentracién de iones y
electrolitos en las soluciones intra y ex-
tracelular, el estrés térmico, relacionado
con los cambios de temperatura (shock
de frio), los efectos téxicos provocados
por los diferentes crioprotectores y la
formaci6n de hielo en el medio extra e
intra celular (23, 24, 78, 79, 81).

Estrés térmico: Shock de frio

El enfriamiento rdpido del semen entre
30° C y 0° C induce un estrés letal en
algunas células, proporcional a la tasa de
enfriamiento, por lo que este proceso
debe ser realizado cuidadosamente (80,
82). Un lento enfriamiento también in-
duce estrés sobre la membrana del es-
permatozoide, relacionado con un cam-
bio de fase lipidica y alteracién del esta-
do funcional de la membrana. El shock
de frio es visto entonces como la conse-
cuencia de un estrés continuo influencia-
do por la velocidad con que este fenéme-
no se inicia (33).

El hecho de que el shock de frio es cau-
sado por un cambio de fase de los lipi-
dos de la membrana fue propuesto por
Dobrins y col. en 1993 (12). Asimismo
Holt y North (33) obtuvieron eviden-
cias de que el cambio de fase podria ser
el responsable de las manifestaciones de
crioinjuria observadas durante el calen-
tamiento celular luego de la descongela-
cién.

El estrés de membrana puede continuar
por debajo de 0° C sin que el cambio de
fase sea completo, sin embargo es bien
conocido que los cambios de fase ocu-
rren, en su mayoria, entre los 5° C y
15° C (12). Usualmente se incluye yema
de huevo en la preparacién de los dilu-
yentes. Savignone y col. (57) y Stornelli
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y col. (69, 70) lograron preservar semen
canino a4°C y 15°C, diluido en un medio
comercial (MR-A®) con el agregado de
yema de huevo, obteniendo buenos pa-
rametros de contrastacién seminal a los
2 y a los 3 dias posteriores a la extrac-
cién (motilidad progresiva individual: 2d
77,2%, 3d 60,4%; Vigor: 2d 4,2, 3d 3,4,
espermatozoides vivos: 2d 67,5%, 3d
52,8%; acrosomas intactos: 2d 71,3%,
3d 55,5%; HOS: 2d 69,6%, 3d 54,8%).

El agregado de preparaciones lipidicas
purificadas a los espermatozoides redu-
ce significativamente el shock de frio y
el dafo producido por la congelacién-
descongelacion (6, 27, 47). La composi-
cién lipidica del medio donde se encuen-
tra la membrana plasmética durante el
enfriamiento, se relaciona con la preven-
cién de los mecanismos de injuria celular
(50, 80), debido a que los fosfolipidos
(53) y las lipoproteinas de baja densidad
(22) poseen un efecto protector contra
el shock de frio, actuando sobre la su-
perficie celular estabilizandola (78).

Crioprotectores y estrés celular

Los crioprotectores permiten mantener
una mayor proporcién de agua liquida a
bajas temperaturas y en consecuencia
una menor concentracion de electrélitos
posibilitando la supervivencia celular
durante el proceso de criopreservacién.
Sin embargo, estos compuestos, incor-
porados a los diluyentes producen un
estrés transitorio pero importante sobre
la membrana plasmatica de los esperma-
tozoides. La magnitud de este hecho esta
intimamente relacionada con la capaci-
dad penetrante de los crioprotectores
(23). El crioprotector de eleccién es el
glicerol, el cual produce estrés osméti-
co. Se ha observado que la hiperosmola-
ridad producida por este compuesto po-
see un efecto estimulador de la reaccién
acrosémica (4). Gao y col. (23) han de-
mostrado que este estrés puede reducir-
se mediante la incorporacién en etapas
del glicerol durante el proceso de crio-
preservacién. Este procedimiento permi-
te aumentar considerablemente la pro-
porcién de espermatozoides sobrevivien-
tes al descongelado. Otros compuestos
con propiedades crioprotectoras seran
analizados més adelante.

FORMA CION DE HIELO EN EL
MEDIO EXTRA EINTRA
CELULAR

El estrés inducido por la formacién de
cristales de hielo est4 asociado a los cam-
bios en la presién osmética de la frac-
cién no congelada (81). Cuando una so-
lucién es enfriada por debajo del punto
de congelacién los cristales de hielo se
nuclean y el agua pura cristaliza forman-
do hielo. Los solutos permanecen disuel-
tos en la fraccién de agua liquida y por lo
tanto la presién osmética de la solucién
aumenta. La proporcién de agua cristali-
zada como hielo y por lo tanto la pre-
sién osmética de la solucién restante
depende de: la temperatura, la velocidad
de descenso de lamisma y el volumen de
la fraccién no congelada. En general se
reconoce que la duracién de la exposi-
cién a estos eventos deberia minimizar-
se para lograr una 6ptima sobrevida, im-
plicando entonces que el enfriamiento
celular deberia ser rdpido. Sin embargo
la tasa de enfriamiento debe ser suficien-
temente lenta como para permitir la sali-
da de agua intracelular gracias a la pre-
sién osmética extracelular, y prevenir la
formacién de cristales de hielo en el me-
dio intracelular, lo cual es letal para la
célula. Es importante considerar aqui que
la poblacién espermatica, tanto en dife-
rentes especies como en un individuo en
particular es muy heterogénea. Un eya-
culado posee una diversa poblacién de
células con diferentes estados de madu-
racién. Las diferencias entre poblacio-
nes esperméticas entre especies y en un
eyaculado simple se relacionan con la
composicién y fluidez de la membrana
celular, caracteristicas que influencian su
permeabilidad al agua y a solutos asi
como su susceptibilidad a la injuria por
frio (28).

DILUYENTES UTILIZADOS PARA
LA CRIOPRESERVACIONDE
SEMEN

Un diluyente que permita obtener altos
porcentajes de espermatozoides vivos
con motilidad progresiva e integridad
acros6mica luego del proceso de conge-
lacién-descongelacién, consiguiendo al-
tas tasas de fertilidad in vivo precisa
contener aziicares como fuente de ener-

gia, sustancias buffer que controlen los
cambios de pH, antibiéticos que eviten el
crecimiento bacteriano y crioprotectores
que reduzcan la posibilidad de dafio de los
espermatozoides durante los procesos de
congelacién y descongelacion (9).

En la dltima década, se han estudiado
muchos diluyentes para la criopreserva-
cién de semen canino. Los més utiliza-
dos son los que contienen TRIS base,
con el agregado de distintas sustancias
como por ejemplo crioprotectores (gli-
cerol, propanodiol, etilenglicol, dimetil
formamida), macromoléculas protectoras
de membranas (lipoproteinas de yema de
huevo, proteinas de la leche, glicopro-
teinas), azicares no permeables que crean
un medio hiperténico (lactosa, sacarosa,
trealosa, rafinosa), o azicares energéti-
cos permeables, capaces de atravesar la
membrana plasmatica (fructosa, glucosa).

Los crioprotectores utilizados como
constituyentes de diferentes diluyentes
para la criopreservacién de semen pue-
den ser clasificados como permeables o
intracelulares, constituidos por molécu-
las pequefias que requieren una mayor
concentracién para proteger a las células
de las crioinjurias, y no permeables o
extracelulares (moléculas de mayor ta-
mafio) que ejercen su accién en concen-
traciones menores (34, 42).

Los azicares no permeables (trealosa,
lactosa, sacarosa, rafinosa) brindan un
medio hipert6nico causando deshidrata-
cién celular antes de la congelacién (1,
10, 11). Este efecto osmético disminuye
el agua intracelular congelable y en rela-
cién a esto la cuantia de dafio celular re-
lacionada con la formaci6n intracelular
de cristales de hielo (3). La trealosa po-
see adem4s una accién protectora rela-
cionada con su interaccién especifica con
los fosfolipidos de membrana durante la
desecacién y congelacién (5, 8,10, 11) y
puede ser capaz de prevenir la separa-
ci6n de fase y la fusién entre las bicapas
durante la congelacién. Este disacarido
ha sido utilizado con éxito en el semen
ovino (2, 44). Se han logrado buenos re-
sultados con el agregado de 7,6% de trea-
losa al diluyente base, obteniéndose un
64% de motilidad progresiva al descon-
gelado, superando al porcentaje obteni-
do utilizando el mismo diluyente base
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sin el agregado del azucar (54,3%) (2).
El efecto de la adicién de este aziicar a
un diluyente TRIS base sobre el semen
canino al descongelado ha sido poco es-
tudiado (37, 85). Yildiz y col. (85) co-
municaron que si bien la adicién de trea-
losa a un diluyente TRIS base ejercia un
efecto negativo sobre la motilidad, se
observaba cierta acci6n protectora sobre
la integridad acros6mica. Stornelli (65)
evalud el efecto crioprotector de la trea-
losa sobre el semen canino pero no ha
encontrado efectos benéficos al incluir
trealosa al diluyente para criopreservar
semen canino, obteniendo indices de con-
gelabilidad inferiores con el agregado de
trealosa en comparacién con el diluyen-
te TRIS base sin el agregado de este azi-
car (motilidad progresiva individual:
62,3% vs 73,3%, P<0.01; espermatozoi-
des vivos: 74,3% vs 76,9%. P<0.05;
acrosomas intactos: 71,1% vs 72,8%,
P<0.05; HOS: 72,9% vs 18,0, P<0.01).
Sin embargo, con el agregado de 2,5% de
trealosa se obtuvieron mayores indices
de motilidad progresiva individual
(65,0% vs 61,4%), vigor (3,9 vs 3,7) y
HOS (74,0% vs 72,5%) er. relacién a los
obtenidos al adicionar mayores concen-
traciones de trealosa (5%, 7% y 9%) al
diluyente TRIS base (72, 73), lo cual se
correlacionaria con la concentracién del
azicar en el diluyente y la hipertonia del
medio. Esto podria explicarse por la sen-
sibilidad del espermatozoide canino al
estrés osmético (15). La utilizacién de
menores cantidades adicionadas al dilu-
yente podria permitir que este aziicar
estabilizara las membranas esperméticas
evitando el estrés osmético causado por
concentraciones mayores (72). Savigno-
ne y col. (58, 59) estudiaron el efecto del
agregado de trealosa en concentraciones
que no modifican la osmolaridad del
TRIS base sobre la viabilidad espermati-
ca al descongelado (<16,5 mOsm). El
semen diluido en TRIS base con la adi-
cién de trealosa present$ indices pos-
descongelacién para motilidad (45,35 vs.
31,7%, P<0.001) e integridad de mem-
brana (48.8% vs. 42,3%, P<0.05) signi-
ficativamente superiores al semen dilui-
do con TRIS base sin el agregado del azi-
car. Este hecho podria relacionarse con
el efecto estabilizador de la membrana
producido por este azicar.

Las sustancias permeables (glicerol, pro-
pilenglicol, etilenglicol) tienen como fun-
cién la remocién de gran parte del agua
intracelular antes del proceso de conge-
lacién, evitando la formacién de crista-
les de hielo y previniendo de esta mane-
ra la ruptura celular. El glicerol es el crio-
protector mas utilizado para preservar
semen (63). Es una sustancia permeable
que reduce los dafios celulares durante el
proceso de criopreservacién, aunque es
téxico para los espermatozoides y altas
concentraciones de este crioprotector
pueden alterar la viabilidad espermética
interferiendo con la capacidad fecundan-
te del semen criopreservado (7, 9, 41).
El etilenglicol ha sido usado eficazmente
en la criopreservacion de embriones bo-
vinos por su mayor permeabilidad (41,
76). Sin embargo, si lo comparamos con
el glicerol, el etilenglicol posee mayores
efectos toxicos sobre la célula esperma-
tica. La toxicidad de estos compuestos
puede ser considerada como uno de los
factores responsables de los fracasos
ocurridos en ciertas ocasiones con el uso
de esta biotecnologia (26). Recientes es-
tudios muestran que la adicién al dilu-
yente de amidas (dimetil formamida) en
diferentes concentraciones en reempla-
zo de parte del glicerol dan como resul-
tado mejores parametros de contrasta-
cién seminal in vitro, al presentar este
compuesto menores efectos téxicos so-
bre la célula espermética. Este efecto
benéfico ha sido comprobado en equinos
y aves (26). Savignone y col. (56) eva-
luaron la eficacia de la dimetilformamida
utilizada en reemplazo de parte del gli-
cerol como componente del diluyente
TRIS base para la criopreservacién de
semen canino. Al analizar los resultados
obtenidos utilizando dimetilformamida,
se observaron efectos negativos sobre
motilidad (30.1£1.7 vs 40.4%2.0,
P<0.001), integridad de membrana
(40.2+1.0 vs 45.5%£3.2, P<0.01), e inte-
gridad acrosémica (34.3+1.3 vs 42.2+3.2,
P<0.001) en relacién al diluyente TRIS
base sin esta amida. Al analizar la osmo-
laridad de los medios utilizados se ob-
servé que el diluyente TRIS base con el
agregado de dimetilformamida present6
mayor osmolaridad que el diluyente TRIS
base sin el agregado de amidas (1088
mOsm vs 906 mOsm). Estos resultados

reflejan la marcada sensibilidad del se-
men canino a la alta osmolaridad (15).

Los detergentes son capaces de solubili-
zar y alterar las membranas celulares y
sus componentes. Los del grupo alquil-
i6nico, al cual pertenece el dodecil sulfa-
to de sodio (SDS), desnaturalizan la es-
tructura nativa de las proteinas de mem-
branay las disocian en sus cadenas poli-
peptidicas. EI SDS es un detergente ani6-
nico soluble en agua que se utiliza para
solubilizar proteinas. Sin embargo se ha
observado que este detergente, si se agre-
ga al diluyente en pequeifias cantidades,
posee un efecto benéfico sobre la motili-
dad espermitica y la integridad acros6-
micaen los procesos de congelacién-des-
congelacién (52), gracias a su accién so-
bre la fraccién lipoproteica de baja den-
sidad de la yema de huevo la cual, como
ya mencionamos, ejerce su accién pro-
tectora sobre la superficie celular (78).
Si se agregan cantidades mayores el de-
tergente que no es utilizado sobre la yema
de huevo altera las membranas espermé-
ticas afectando la viabilidad de las célu-
las (52).

Se ha utilizado la incorporacién de SDS
en diluyentes para criopreservacién de
semen canino (49), observandose un efec-
to benéfico sobre la supervivencia al des-
congelado y la integridad acrosémica.
Stornelli (65) incorporé Equex STM Pas-
te (compuesto que contiene SDS) a un
diluyente TRIS base para la criopreser-
vacién de semen canino, obteniendo bue-
nos resultados con la adicién de 1,5% de
detergente en comparacién con la incor-
poracién de concentraciones menores
(0,5%, 1%), (motilidad progresiva indi-
vidual: 77,6% vs 68,5%, P<0.01; esper-
matozoides vivos: 80,2% vs 76,8%,
P<0.05; acrosomas intactos: 77,4% vs
73,6%, P<0.05; HOS: 84,1% vs. 78,5,
P<0.05). El agregado de Equex STM Pas-
te en mayores cantidades (2%, 2,5%) no
mejor6 ni afecté en forma negativa los
indices de congelabilidad (71), sin em-
bargo se observé mayor cantidad de al-
teraciones ultraestructurales en el semen
congelado con estas concentraciones.
Jurado y col. (35) y Stornelli y col. (67,
68, 74, 75) observaron, mediante micros-
copia electrénica de transmisién, un por-
centaje significativamente mayor de es-
permatozoides con alteraciones ultraes-
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tructurales en el semen diluido con TRIS
base solo en comparacién con el semen
diluido con TRIS base con el agregado de
Equex STM Paste (69,5% vs 53,0%,
P<0,01). Entre las alteraciones encon-
tradas en el estudio ultramicroscépico
del semen descongelado se pueden men-
cionar hinchazén y formacién de plie-
gues en la membrana plasmatica, hincha-
z6n de la membrana acrosomal, conteni-
do acrosomal distribuido en forma no
uniforme, formacién de vesiculas en la
membrana acrosomal externa y plasma-
tica. La microscopia electrnica de trans-
misién permiti6 observar la localizacién
de los dafios en los espermatozoides so-
metidos a procesos de criopreservacion,
y relacionarlos con la disminucién que
se observa en los pardmetros de contras-
tacién seminal. Ejemplos de esta relacion
serian los menores indices de motilidad
progresiva individual y porcentaje de
acrosomas intactos observados en el se-
men diluido con TRIS base en compara-
cién con el semen diluido con TRIS base
con el agregado de Equex STM Paste, y
la observacién mediante microscopia
electrénica de transmisién de alteracio-
nes en las colas de los espermatozoides
y mayores porcentajes de dafio acroso-
mal respectivamente. En relacién al por-
centaje de Equex STM Paste adicionado
al diluyente, las alteraciones ultraestruc-
turales presentaron un porcentaje signi-

ficativamente mayor en el semen diluido
con TRIS base y el agregado de 2,5% de
Equex STM Paste en comparacién con
el semen diluido con TRIS base y 1,5 %
de Equex STM Paste (79,2% vs 60,0%,
P<0,02). Por lo expuesto, si bien las ob-
servaciones obtenidas a partir de micros-
copia 6ptica indicarfan que no existen
diferencias con el agregado de distintas
concentraciones de Equex STM Paste al
diluyente, el estudio ultramicroscépico
demuestra claramente que los dafios au-
mentan al aumentar el porcentaje de de-
tergente agregado. Esto podria relacio-
narse con la accién del detergente sobre
los lipidos de la yema de huevo, accién
que permite proteger al espermatozoide
contra el shock de frio (52). Mayores
concentraciones de SDS no mejorarén la
proteccién ya que una vez que el deter-
gente actud sobre la totalidad de los 1ipi-
dos de la yema presente en el diluyente
el efecto protector no variard, pero si
aumentarén los dafios ultraestructurales.
Es asi que el efecto benéfico del deter-
gente se observard hasta que la cantidad
adicionada sea tal que comience a actuar
sobre las membranas de la célula esper-
mdtica (52).

CONCLUSIONES

La evaluacién in vitro de la calidad del
semen al descongelado, permite estimar

la eficacia-de un diluyente para proteger
a los espermatozoides de la agresiones a
las que son sometidos durante los pro-
cesos de congelacién. Sin embargo, s6lo
una prueba de fertilidad a campo permi-
tird evaluar si los cambios realizados en
la constitucién de un diluyente mejora-
rdn la criopreservacién del eyaculado,
permitiendo conservar un alto porcenta-
je de espermatozoides con capacidad fe-
cundante y lograr asf altas tasas de pre-
fiez y buen tamafio de camada.

Durante los dltimos 50 afios los avances
obtenidos en la criopreservacién de se-
men han tenido un profundo impacto
sobre la biotecnologia reproductiva hu-
mana y animal. Sin embargo muchos té-
picos sobre la criopreservacién de se-
men permanecen oscuros. Futuras inves-
tigaciones sobre este tema permitirdn
obtener nuevos avances en el area. La
adicién de nuevas sustancias al diluyen-
te podria proporcionar nuevas posibili-
dades de uso de semen congelado en la
especie canina. La combinacién de dis-
tintas sustancias, adicionadas al diluyen-
te TRIS base, podrian demostrar que la
accién protectora conjunta de estas sus-
tancias, cada una de manera diferente y
con diferente impacto sobre la célula,
podria resultar benéfica para la protec-
cién de los espermatozoides caninos en el
proceso de congelacién-descongelacion.

Referencias bibliograficas

1. Aisen, E.; Cisale, H.; Fernandez,
H. (1990). Criopreservacién de semen
ovino. Nueva técnica. Vet. Arg.
63:177-182.

2. Aisen, EG.; Alvarez, HL.;
Venturino, A.; Garde, J. (2000).
Effect of trehalose and edta on
cryoprotective action of ram semen
diluents. Theriogenology 53:1053-
1061.

3. Aisen, EG;Medina, VH.; Venturino,
A. (2002). Cryiopreservation and
post-thawed fertility ram semen
frozen in different trehalose
concentration. Theriogenology
57:1801-1808.

4. Aitken, R].; Wang, YF.; Liu, J.;
Best, F.; Richardson, DW. (1983).
The influence of medium composition
osmolarity and albumin on acrosome
reaction and fertilizing capacity of
human spermatozoa development
of an improved zona-free hamster
egg penetration test. Int J Androl.
6:180-193.

5. Bakas, LS.; Disalvo, EA. (1991).
Effect of Ca2+ on the cryoprotective
action of trehalose. Cryobiology
28:347-353.

6. Butler, WJ].; Roberts, TK. (1975).
Effects of some phosphatidyl
compounds on board spermatozoa
following cold shock or slow cooling.
J Reprod Fertil. 43:183-187.

7. Cardoso, RCS.; Silva, AR; Uchoa,

DC. (2003). Cryopreservation of
canine semen using a coconut water
extender with egg yolk and three
different glycerol concentrations.
Theriogenology 59:743-751.

8. Chen, T.; Fowler, A.; Torner, M.

(2000). Literature Review:
Supplemented phase diagram of the
trehalose—water binary mixture.
Cryobiology 40:277-282.

9. Concannon, PW.; Battista, M.

(1989). Canine semen freezing and
artificial insemination. In: Kirk RW
editor. Current Veterinary Therapy X:
Small Animal practice. Philadelphia
PA: WB Saunders p. 1247-1259.

Veterinaria, (Montevideo) 42 (167) 15 - 22 (2007)

19



10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

Crowe, JH.; Carpenter, JI.; Crowe,
LM.; Anchordoguy, TJ. (1989). Are
freezing and dehydration similar stress
vectors? A comparison of modes of
interaction of stabilizing solutes with
biomolecules. Proceedings of the 26
th Ann. Mtg. Soc. Cryobiol.
Symposium on cryosensitizing and
cryoprotective agents. California,
USA; p. 219-229.

Crowe, JH.; Crowe, LM.; Oliver,
AE.; Tsvetkova, N.; Wolkers, W.;
Tablin, F. (2001). The Trehalose
Myth Revisited: Introduction to a
Symposium on Stabilization of Cells
in the Dry State. Cryobiology 43:89-
105.

Dobrins, EZ.; Crowe, LM.; Berger,
T.; Anchordoguy, T.; Oversteet,
JW.; Crowe, JH. (1993). Cold shock
damage is due to lipid phase transition
in cell membranes: a demonstration
using sperm as a model J. Exp Zool.
265:432-437.

Dobrinski, I.; Lulai, C.; Barth, AD.;
Post, K. (1993). Effects of four
extenders and three different freezing
rates on post-thaw viability of dog
semen. J. Reprod. Fertil. Suppl.
47:291-296.

England, GCW. (1993).
Cryopreservation of dog semen: A
review. J. Reprod. Fertil. 47:243-255.

England, GCW., Plummer, JM.
(1993). Hypo-osmotic swelling of
dog spermatozoa. J. Reprod. Fertil.
47:261-270.

Farstad, W.; Andersen-Berg, K.
(1989). Factors influencing the
success rate of artificial insemination
with frozen semen in the dog. J.
Reprod. Fertil. 39:289-292.

Farstad, W.; Fougner, JA.; Torre,s
CG. (1992). The effect of sperm
number on fertility in blue fox
vixens (Alopex lagopus)
artificially inseminated with
frozen silver fox (Vulpes vulpes)
semen. Theriogenology 37:699-
711.

Fastard, W. (1984). Bitch fertility
after natural mating and after artificial
insemination with fresh or frozen

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

semen. J. Small. Anim. Pract. 25:561-
565.

Fontbonne, A.; Badinand, F. (1993).
Canine artificial insemination with
frozen semen: comparison of the
results obtained with an intravaginal
and an intrauterine deposition of
semen. J. Reprod. Fertil. 47:323-327.

Fontbonne, A.; Badinand, F. (1996).
Prelevement et examen de la semence
chez le chien. In: Dumond, C.;
Fontbonne, A. editores. Les
indispensables de 1‘’animal de
compagne. Paris: PMCAC p. 153-
159.

Fougner, JA. (1989). Artificial
insemination in fox breeding. J.
Reprod. Fertil. Suppl. 39:317-323.

Foulkes, JA. (1977). The separation
of lipoproteins from eggs yolk and
their effect on motility and integrity
of bovine spermatozoa. J Reprod.
Fertil 49:277-284.

Gao, GY.; Ashworth, E.; Watson,
PF.; Kleinhans, FW.; Mazur, P.;
Critser, JK. (1993). Hyperosmotic
tolerance of human spermatozoa:
separate effects of glycerol, sodium
chloride and sucrose on spermolysis.
Biol. Reprod. 49:112-123.

Gao, GY.; Liu, J.; Liu, C.; Mcgann,
LE.; Watson, PF.; Kleinhans, FW.
et al- (1995). Prevention of osmotic
injury to human spermatozoa during
addition and removal of glycerol.
Hum. Reprod. 10:1109-1122.

Gill, HP.; Kaufman, CF.; Foote,
RH.; Kirk, RW. (1970). Artificial
insemination of beagle bitches with
freshly collected, liquid-stored, and
frozen-stored semen. Am. J. Vet. Res.
31:1807-1813.

Gomes, GM.; Jacob, JCF.;
Medeiros, ASL.; Papa, FO.;
Alvarenga, MA. (2002).
Improvement of stallion spermatozoa
preservation with alternative
cryoprotectants for the Mangalarga
Marchador breed. Theriogenology
58:277-279.

Graham, JK.; Foote, RH. (1987).
Effect of several lipids, fatty acyl
chain length and degree of

28.

29.

30.

31.

32.

33.

3.

35.

36.

37.

unsaturation on the motility of bull.
Cryobiol. 24:42-52.

Hammerstedt, RH.; Grahan, JK.;
Nolan, JP. (1990). Cryopreservation
of mammalian sperm: What we ask
them to survive. J. Androl. 11:73-88.

IHammerstedt, RH.; Parks, JE.
(1987). Changes in sperm surfaces
associated with epididymal transit. J
Reprod Fert. 34:133-149.

Harrop, AE. (1960). Mating natural
service and artificial insemination. In:
Bailliére, Tindall & Cox, editores.
Reproduction in the dog. London,
England. p. 87-99.

Hay, MA.; King, WA.; Gartley, CJ.;
Leibo, SP.; Goodrowe, KL. (1997).
Canine spermatozoa cryopreservation
and evaluation of gamete interaction.
Theriogenology 48:1329-1342.

Held, JP. (1997). Critical evaluation
of the success and role of chilled and
frozen semen in today’s veterinary
practice. Proceedings of the Canine
Reproduction Symposium. Society
for Theriogenology and American
College of Theriogenologist; p. 49-59.

Holt, WV.; North, RD. (1991).
Cryopreservation, actin localization
and thermotropic phase transitions in
ram spermatozoa. J. Reprod. Fert.
91:451-461.

Jasko, DJ. (1994). Procedures for
cooling and freezing of equine semen.
Ars. Vet. 10 (2):156-165.

Jurado, S.; Sarmiento, P.;
Stornelli, MA.; Stornelli, MC.;
Savignone, C.; Tittarelli, C.; de la
Sota, RL. (2005). Ultrastructural
analysis of fresh and frozen-thawed
dog spermatozoa. Proceedings of the
8th Inter American Congress of
Electron Microscopy. Sep 25-30 La
Habana- Cuba.

Lardy, HA.; Philips, PH. (1940).
Preservation of spermatozoa.
Proceedings of the 32nd. Ann. Meet.
Am. Soc. Anim. Prod. p. 219-231.

Linde-Forsberg, C. (1991).
Achieving canine pregnancy by using
frozen or chilled extended semen. Vet.
Clin. North. Am. Small. Anim. Pract.
21:467-485.

20

Veterinaria, (Montevideo) 42 (167) 15 - 22 (2007)



38.

39.

40.

41.

42,

43.

4.

45.

46.

47.

Linde-Forsberg, C.; Forsberg, M.
(1989). Fertility in dogs in relation to
semen quality and the time and site
of insemination with fresh and frozen
semen. J. Reprod. Fertil. 39:299-310.

Linde-Forsberg, C.; Forsberg, M.
(1993). Results of 527 controlled
artificial insemination in dogs. J.
Reprod. Fertil. 47:313-323.

Linde-Forsberg, C.; Strom, B.;
Govette, G. (1999). Comparison of
fertility data from vaginal vs
intrauterine insemination of frozen-
thawed dog semen: a retrospective
study. Theriogenology 52:11-23.

Martins-Bessa, A.; Rocha, A.;
Mayenco-Aguirre, A. (2006).
Comparing ethylene glycol with
glycerol for cryopreservation of
canine semen in egg-yolk TRIS
extenders. Theriogenology 66:2047—-
2055.

Meryman, HT. (1971). Crioprotective
agents. Cryobiology 8:173-183.

Meyers-Xallen, VN. (1995). Semen
Analysis, Artificial insemination and
infertility in the male dog. In: Ettinger,
SJ.; Feldman, ER. editores. Textbook
of Veterinary Internal Medicine.
Saunders Philadelphia. p. 1664-1672.

Molinia, FC.; Evans, G.; Caseres,
PIL.; Maxwell, WMC. (1994). Effect
of monosaccharides and disaccharides
in TRIS base diluents on motility,
acrosome integrity, and fertility of
pellets frozen ram spermatozoa.
Anim. Reprod. Sci. 36:113-122.

Norton, DB.; Bruce, SG. (1989).
Semen evaluation, cryopreservation
and factors relevant to the use of
frozen semen in dogs. J. Reprod.
Fertil. 39:311-316.

Nothling, JO.; Volkman, DH.
(1993). Effect of addition of
autologous prostatic fluids on the
fertility of frozen-thawed dog semen
after intravaginal insemination. J.
Reprod. Fertil 47:325-327.

Parks, JE.; Meacham, TN.; Saacke,
RG. (1981). Cholesterol and
phospholipids of bovine spermatozoa.
Effect of liposomes prepared from egg
phosphatidylcholine and cholesterol on
sperm cholesterol, phospholipids and

48.

49.

50.

51.

52.

53.

54.

55.

56.

viability a4° C and 37°C. Biol Reprod.
24:399-404.

Paulens, H. (1993). The structure and
function of the sperm membrane in
relation to cold shock. Norw. J. Vet.
Med. 105:1135-1142.

Peiia Martinez, AI. (1997).
Supervivencia y fertilidad del semen
canino sometido a congelacién-
descongelacién. [tesis doctoral].
Universidad de Santiago de
Compostela.

Pettit, MJ.; Bhur, MM. (1998).
Extender components and surfactans
after boar sperm function and
membrane behavior  during

criopreservation. J Androl. 19:736-
746.

Pursel, VG.; Jonshon, LA. (1974).
Glutaraldehyde fixation of boar
spermatozoa for acrosome evaluation.
Theriogenology 1:63-68.

Pursel, VG.; Shulman, LL.;
Jonshon, LA. (1978). Effect of Orvus
ES paste on acrosomal morphology,
motility and fertilizing capacity of
frozen thawed board sperm. J. Anim.
Sci. 47:198-202.

Quinn, PJ.; Chow, PYW.; White,
IG. (1980). Evidence that
phospholipid protects ram
spermatozoa from cold shock at
plasma membrane site. J Reprod
Fertil 60:403-407.

Rodriguez-Gil, JE.; Montserrat, A.;
Rigau, T. (1994). Effect of hypo-
osmotic incubation on acrosome and
tail structure on canine spermatozoa.
Theriogenology 44:885-900.

Santos, IW. (2004). Albumina sérica
bovina como fonte protéica do
diluidor Tris (hidroximetilamino
metano) para congelagdo do sémen
canino. [tesis doctoral] Faculdade de
Ciéncias Agrarias e Veterindrias —
Universidade Estadual Paulista.
Brasil.

Savignone, CA.; Gimenez, F,;
Nuiiez Favre, R.; Tittarelli, CM.;
Stornelli, MC.; de la Sota, RL.;
Stornelli, MA. (2007). Comparison
of different concentrations of
dimethyl formamide on viability of
frozen-thawed dog spermatozoa.

57.

58.

59.

60.

61.

62.

63.

Proceedings of the XVII Congresso
Brasileiro de Reprodugao Animal.
Curitiba, Brasil.

Savignone, CA.; Stornelli, MA.;
Stornelli, MC.; Arauz, MS.; de la
Sota, RL. (2001). «Estudio de la
supervivencia de semen canino
almacenado a4°Cy 15°C en MRA®-
yema de huevo». Proceedings of the
Congreso Nacional de la Asociacién
de Veterinarios especializados en
Animales de Compaiiia de Argentina
(AVEACA). Jul 8-9. Buenos Aires,
Argentina.

Savignone, C.A.; Stornelli, M.C.;
Tittarelli, C.M.; Giménez, F.; de
la Sota, R.L.; Stornelli, M.A.
(2006). Efecto de la adicién de
concentraciones de trealosa que no
modifiquen la osmolalidad del
diluyente TRIS base sobre la
supervivencia espermdtica
posdescongelacién en caninos.
Proceedings of the X Congreso
Argentino de la Sociedad Argentina de
Ciencias Morfolégicas; Marzo 15-17,
Tandil, Argentina.

Savignone, C.; Tittarelli, C.;
Stornelli, MC.; Nuiiez Favre, R.;
de la Sota, RL.; Stornelli, MA.
(2006). Cryprotectant effect of
trehalose on canine semen.
Proceedings of the III Congreso de
FIAVAC (Federacién Ibero Americana
de Asociaciones Veterinarias de
Animales de compaiifa) y XXVII
Congresso Brasileiro da
ANCLIVEPA. May 31-Jun 3; Vit6ria,
Brasil.

Seager, SW]. (1969). Successful
pregnancies utilizing frozen semen.
A.l Digest. 17:6-7.

Silva, AR.; Cardoso, RCS.; Uchoa,
DC., Silva, LDM. (2003). Quality
of canine semen submitted to single
or fractionated glycerol addition
during the freezing process.
Theriogenology 59:821-829.

Silva, LDM. (2001). Avangos da
inseminagdo artificial na espécie
canina. Rev. Bras. Reprod. Anim.
25:107-111.

Silva, LDM.; Onclin, K.; Lejeune,
B.; Vestergen, JP. (1996).
Comparison of intravaginal and

Veterinaria, (Montevideo) 42 (167) 15 - 22 (2007)

21



64.

65.

66.

67.

68.

69.

70.

intrauterine insemination of bitches
with fresh or frozen semen; Vet. Rec.
138:154-157.

Smith, FO. (1986). Update on
freezing canine semen. In: Kirk RW
editor. Current Veterinary Therapy
IX: Small Animal practice. WB
Saunders Philadelphia PA p 1243-
1248.

Stornelli, MA. (2004). Estudios de
supervivencia y fertilidad de semen
canino criopreservado. [tesis
doctoral]. Facultad de Ciencias
Veterinarias, Universidad Nacional de
La Plata.

Stornelli, MA.; lLeone, FL.;
Stornelli, MC.; Savignone, CA.;
Tittarelli, CM.; de la Sota, RL.
(2005). Porcentajes de prefiez
obtenidos mediante inseminacién
artificial con semen congelado con un
diluyente TRIS base con y sin el
agregado de 1,5% de Equex STM
paste. Proceedings of the 4tas
Jornadas Internacionales de
Veterinaria Practica; Ago 5-6; Mar del
Plata, Buenos Aires, Argentina.
Stornelli, MA.; Savignone, C.;
Jurado, S.; Stornelli, MC.;
Tittarelli, CM.; de la Sota, RL.
(2004). Estudio ultraestructural de
semen canino fresco y descongelado.
Proceedings of the IX Congreso
Argentino de Ciencias Morfoldgicas.
Abr 1-3. La Plata, Buenos Aires,
Argentina.

Stornelli, MA.; Savignone, C.;
Stornelli, MC.; Tittarelli, C.;
Jurado, S.; Giménez, F.; de la
Sota, RL. (2006). Fertility and
ultrastructural analysis of frozen-
thawed dog spermatozoa with
different concentrations of Equex
STM Paste. Theriogenology
66:664-665.

Stornelli, MA.; Stornelli, MC.;
Arauz, MS.; Savignone, CA.;
Garcia, M.; de la Sota, RL. (2001).
Study of the effect three extender on
canine semen stored chilled at 4°C.
Revista Brasileira de Reprodugdo
Animal 25:468-470.

Stornelli, MA.; Stornelli, MC.;
Arauz, MS.; Savignone, CA.;
Garcia, M.; de la Sota, RL. (2002).

71.

72.

73.

74.

75.

Effects of two different temperatures
and three different extenders on
survival and longevity of chilled
canine semen. Theriogenology 57:483.

Stornelli, MA.; Stornelli, MC.;
Savignone, C.; Arauz, MS.; de la
Sota, RF. (2002) Comparison of
different concentrations of Equex
STM paste on viability of frozen-
thawed dog spermatozoa. Proceedings
of the Third EVVSAR European
Congress on Reproduction in
Companion, Exotic and Laboratory
Animals. European Veterinary Society
for Small Animal Reproduction. May.
10-12. Liege, Bélgica.

Stornelli, MA.; Stornelli, MC.;
Savignone, C.; Arauz, MS.;
Tittarelli, C.; de la Sota, RF.
(2003). Efecto de diferentes
concentraciones de trealosa sobre la
supervivencia espermatica
posdescongelacién en caninos.
Proceedings of the V Simposio
Internacional de Reproduccién
Animal. IRAC. Jun 27-29; Huerta
Grande, Cérdoba, Argentina.

Stornelli, MA.; Stornelli, MC.;
Savignone, C.; Arauz, MS.;
Tittarelli, C.; de la Sota, RF.
(2003). Comparison of different
concentrations of trehalose on
viability of frozen-thawed dog
spermatozoa. Revista Brasileira de
Reprodugdo Animal 27: 359-361.

Stornelli, MA.; Stornelli, MC.;
Savignone, C.; Tittarelli, CM.;
Jurado, S.; Leone, FL.; de 1a Sota,
RL. (2005). Efecto del agregado de
diferentes concentraciones de Equex
STM paste al diluyente TRIS base
sobre la viabilidad y ultraestructura
del semen canino congelado-
descongelado. Proceedings of the 4'*
Jornadas Internacionales de
Veterinaria Practica. Ago. 5-6. Mar del
Plata, Buenos Aires, Argentina.

Stornelli, MA.; Stornelli, MC.;
Savignone, CA.; Tittarelli, CM.;
Jurado, S.; de la Sota, RL. (2004).
Viability study and ultraestructural
changes of frozen-thawed dog
spermatozoa with different Equex
STM  paste concentrations.
Proceedings of the 15th International

76.

77.

78.

79.

80.

81.

82.

83.

84.

85.

Congress on Animal Reproduction;
Ago 8-12; Porto Seguro, Brasil.

Voelkel, SA.; Hu, Y. (1992). Use of
ethylene glycol as a cryoprotectant
for bovine embryos allowing direct
transfer of frozen-thawed embryos to
recipient females. Theriogenology
37:687-697.

Wales, RG.; White, IG. (1963).
Viability of diluted dog spermatozoa
in vitro. J. Reprod. Fertil. 5:67-76.

Watson, PF. (1976). The protection
of ram and bull spermatozoa by the
low density lipoprotein fraction of
egg yolk during storage at 5° C and
deep-freezing. J. Thermal Biol. 1:137-
141.

Watson, PF. (1981). The effects of
cold shock on sperm cell membrane.
In: Morris GJ, Clarke A, editores.
Effects of low temperatures on
biological membranes. Orlando. Fla.:
Academic Press; p. 189-417.

Watson, PF. (1981). The roles of lipid
and protein in the protection of ram
spermatozoa at 5°C by egg-yolk
lipoprotein. J. Reprod. Fert. 62:483-
492.

Watson, PF. (1995). Recent
developments and concepts in the
cryopreservation of spermatozoa and
the assessment of their post-thawing
function. Reprod. Fertil. Dev. 7:781-
791.

Watson, PF.; Duncan, G. (1988).
Effect of salt concentration and
unfrozen water on the viability of
slowly frozen ram spermatozoa.
Cryobiology 25:131-142.

Wildt, DE. (1986). Laparoscopy. In
Burke TJ editor. Small Animal
Reproduction and infertility.
Philadelphia, PA. Lea & Febiger. p.
121-140.

Wilson, M. (1993). Non surgical
intrauterine artificial insemination in
bitches using frozen semen. J. Reprod.
Fertil. 47:307-311.

Yildiz, C.; Kaya, A.; Askoy, M.;
Tekeli, T. (2000). Influence of sugar
supplementation of extender on
motility, viability and acrosomal
integrity of dog spermatozoa during
freezing. Theriogenolog. 54:579-585.

22

Veterinaria, (Montevideo) 42 (167) 15 - 22 (2007)



Simposio

Primera comprobacion de Sarcocystis spp. en Didelphis albiventris

(“comadreja mora’’) en Uruguay. (*)

Noya, F.!4; Delucchi, L.?; Castro Janer, E.!

RESUMEN

La “comadreja mora” (Didelphis albiventris) es el huésped
definitivo, para América del Sur, de Sarcocystis neurona, agen-
te etiolégico de la mieloencefalitis equina por protozoarios.
Esta enfermedad ha sido diagnosticada en varios paises de la
regién, sospechandose su presencia en el Uruguay, araiz de la
ocurrencia de varios cuadros neurolégicos en equinos, desde el
afio 2002 a la fecha. El objetivo del presente trabajo es deter-
minar la presencia de esporocistos de Sarcocystis spp. en la
«comadreja mora», en la zona de influencia de los brotes. Se
realizan necropsias parasitarias a 3 comadrejas recogidas muer-
tas, en abril y junio de 2005. En el intestino delgado se realizan
raspajes de mucosa, que luego se homogenizan en una licuado-
racon 100 ml de agua destilada. Se examina el homogeneizado
en el microscopio 6ptico (400X). En 1 de las 3 comadrejas, se
observan algunos ooquistes conteniendo 2 esporocistos y abun-
dante cantidad de esporocistos libres que se miden con un
micrémetro ocular. La media para el didmetro mayor es de
14,67y 1,35 (10,52-15,78) y para el didmetro menor de
9,88u £0,97u (7,89-12,621). Se concluye que estas estructu-
ras corresponden a esporocistos de Sarcocystis spp., siendo
ésta su primera comprobacién en Didelphis albiventris en Uru-
guay. Para determinar la especie actuante, se sugiere su aisla-
miento e identificacién, a través de técnicas moleculares.

Palabras clave: Sarcocystis, “comadreja mora” (Didelphis
albiventris), mieloencefalitis equina por protozoarios.

SUMMARY

The «comadreja mora» (Didelphis albiventris) is the definitive
host, for South America, of Sarcocystis neurona, causative agent
of the equine protozoal myeloencephalitis. This disease has
been diagnosed in several countries of the region, suspecting
its presence in Uruguay, due to the occurrence of several neu-
rological episodes in horses, from the 2002 to the date . The
objective of the present study is to determine the presence of
Sarcocystis spp. sporocysts in the «comadreja mora». A para-
sitary necropsys is practiced to 3 picked dead opossums, in
April and June 2005. Mucose scrapings are practiced in the
small intestine, which are, afterwards, homogenized in a blen-
der with 100 ml of distillated water. The homogenate is exami-
ned under the optical microscope (400X). In one of the three
opossum some oocysts are observed containing 2 sporocysts,
and a large number of free sporocysts, which are measured
with an ocular micrometer. The mean for the greater diameter is
14,67u +1,35u (10,52-15,78), and for the minor diameter is
9,88u +0,97u (7,89-12,62u). Is concluded that these structu-
res belong to Sarcocystis spp. sporocysts, being this, its first
verification in Didelphis albiventris in Uruguay. To determine
the acting specie, is suggested its isolation and identification,
through molecular techniques.

Key words: Sarcocystis, “comadreja mora” (Didelphis
albiventris), equine protozoal myeloencephalitis.

INTRODUCCION

Las comadrejas, Didelphis virginiana
para América del Norte y Didelphis al-
biventris (“comadreja mora”) para Amé-
rica del Sur, son huéspedes definitivos
de mis de una especie de Sarcocystis,
incluyendo Sarcocystis neurona (2).

La “comadreja mora” ha sido identifica-
da como huesped definitivo de Sarco-

cystis speeri (5) y de Sarcocystis falca-
tula (7). Ambas especies fueron aisla-
das, en ratones y en aves respectivamen-
te, a partir de esporocistos provenientes
de comadrejas en Argentina (5, 7). Pos-
teriormente, también fue reconocida
como huesped definitivo de Sarcocystis
neurona, luego de su aislamiento en ra-
tones, a partir de esporocistos obteni-
dos de comadrejas en Brasil (3). Cabe

destacar que Didelphis albiventris se dis-
tribuye por todo el territorio uruguayo,
siendo considerada como una especie «no
amenazada» (14) y que puede despla-
zarse de un pais a otro, pudiendo dise-
minar diferentes agentes parasitarios.

El ciclo biolégico de Sarcocystis neuro-
na es indirecto, siendo sus huéspedes
intermediarios naturales diversos herbi-
voros, que se infectan al ingerir alimen-
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tos contaminados con esporocistos. Es-
tos esporocistos son eliminados en la
materia fecal de la comadreja (transmi-
sion feco-oral). El ciclo se cierra cuando
la comadreja ingiere a un huésped inter-
mediario con sarcocistes. El equino par-
ticipa como huesped aberrante, ya que
s6lo se encuentran en €l esquizontes y
merozoitos, no sarcocistes. Adquiere la
enfermedad cuando, accidentalmente, in-
giere alimento o agua contaminada con
esporocistos (18).

La mieloencefalitis equina por protozo-
os (MEP), es una enfermedad neurolégi-
ca importante que afecta a equinos de
toda América cuyo agente etinlégico es,
entre otros, Sarcocystis neurona (16, 12).
Tanto las células nerviosas como las cé-
lulas inflamatorias del sistema nervioso
central (§.N.C.) pueden ser parasitadas
(2). El pronéstico depende del grado de
infestacién y duracién del compromiso
del S.N.C. pero un diagndstico tempra-
no y un pronto tratamiento aumentan las
chances de una resolucién clirica favora-
ble, si bien pueden ocurrir recaidas (15).

Existen relatos de casos de MEP en equi-
nos de Estados Unidos, Panam4, Cana-
dé, Venezuela, Argentina, México y Bra-
sil (18, 19). En paises de la regién como
Brasil y Argentina existe una alta preva-
lencia de anticuerpos contra S. neurona
en los caballos, lo cual indica la exposi-
ci6én de los mismos al agente etiolégico
de MEP y que por lo tanto existe una
alta contaminacién con S. reurona en
estos paises. En Argentina fueron de-
tectados anticuerpos contra S. neurona
enun 35,5% de 76 caballos (9) y en Bra-
silenun 36% de 101 caballos (10). Enel
Uruguay se sospecha su presencia a raiz
de la ocurrencia de tres casos clinicos
con sintomatologia nerviosa ocurridos
durante el 2002 y 2003, en equinos ma-
yores de 5 afios, dos Pura Sangre de Ca-
rrera y uno cruza, en los departamentos
de San José (Rinc6n del Pino), Montevi-
deo (Camino Cambay y Camino Carras-

Figura 1. Ooquiste de Sarcocystis spp. conteniendo 2 esporocistos.
La flecha indica la pared del ooquiste.

* Perdomo E. (2004), comunicacién personal.

co) y Canelones (proximidad de San Ja-
cinto)*. A pesar de que no existian tra-
bajos indicando su presencia en el.pafs,
la MEP fue incluida en el diagndstico
diferencial (a fines del 2004 y princi-
pios del 2005) en equinos con sintoma-
tologia nerviosa en la Facultad de Vete-
rinaria (Montevideo). Estos equinos
posteriormente murieron, no pudiéndo-
se llegar al diagnéstico etiolégico.

Si bien se sospecha la presencia de la
enfermedad, ain no se han realizado es-
tudios que confirmen su diagnéstico en
los equinos del pafs, asi como tampoco,
estudios que determinen la presencia del
parésito en el huesped definitivo, la “co-
madreja mora”. Por dicha razén, el obje-
tivo del presente trabajo es investigar la
presencia de Sarcocystis spp. en Di-
delphis albiventris en la zona de influen-
cia de los brotes.

MATERIALES Y METODOS

La estrategia de investigaci6n fue estu-
diar las comadrejas que se encontraran
en la zona de influencia de los brotes
antes mencionados. Se estudiaron 3 “co-
madrejas moras” recogidas muertas en
abril y junio de 2005, en el limite norte
entre los departamentos de Montevideo
y Canelones. Cada comadreja fue remi-
tida entera en una bolsa cerrada y refri-
gerada al Laboratorio de Parasitologia de
Facultad de Veterinaria (Montevideo),
donde se identificaron y se mantuvieron
a 4°C hasta la realizacién de la necrop-
sia parasitaria. Como se describe en la
técnica de Dubey et al. (4), los esporo-
cistos resisten y son almacenados a esta

temperatura de 4° C, para posteriores
estudios. Es una técnica sencilla, rdpida
y confiable, que no requiere materiales
especiales.

Cada uno de los compartimentos digesti-
vos fue ligado con doble ligadura, sepa-
rado de los otros por incisién y extraido
intacto. Luego se procedié a vaciar el con-
tenido en recipientes individuales. En el
intestino delgado, ademis, se realizé un
raspaje de mucosa. Los raspajes intesti-
nales fueron homogeneizados en una li-
cuadora doméstica con 100 ml de agua
destilada, durante 60 segundos, de acuer-
do alatécnica de Dubey et al. (4). Poste-
riormente, se examinaron unas gotas del
homogeneizado en el microscopio éptico
(400X) para identificar esporocistos. Se
utilizé un micrémetro ocular para la ob-
tencién de las medidas.

RESULTADOS

Sélo en el raspaje intestinal de 1 de las 3
comadrejas, se observaron algunos
ooquistes de Sarcocystis spp. contenien-
do 2 esporocistos (Figura 1) y abundan-
te cantidad de esporocistos (Figura 2), al-
gunos conteniendo 4 esporozoitos. Los es-
porocistos tenfan en su interior un residuo
de forma variable que, en algunos de ellos,
se presentaba como grinulos dispersos y
en otros como grandes glébulos. La pobla-
cién de esporocistos estudiada (n=200)
present6 una amplitud para el didmetro
mayor de 10,52-15,78u, con una media
de 14,67u y un desvio estdndar de *
1,35p. Para el didametro menor la ampli-
tud fue de 7,89-12,62p, la media de 9,88u
y el desvio estandar de + 0,97p.
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DISCUSION

El nimero de especies de Sarcocystis
presentes en las comadrejas, es desco-
nocido (6). Tanto las comadrejas de Amé-
rica del Norte (Didelphis virginiana),
como las de América del Sur (Didelphis
albiventris), actiian como huéspedes de-
finitivos para tres especies identificadas
de Sarcocystis (S. neurona, S. falcatula
y S. speeri) y para otras especies toda-
via no identificadas (2).

Para la diferenciacién entre especies de
Sarcocystis se cuenta con bioensayos y
técnicas moleculares. Dubey et al. (11)
aislaron una especie de Sarcocystis distin-
tade S. falcatula y S. neurona en ratones
inmunodeficientes, mediante la ingestién
de esporocistos provenientes de comadre-
jas (D. virginiana). Posteriormente Dubey
y Lindsay (8) nombraron a esta tercer es-
pecie de Sarcocystis como S. speeri. La
base para la diferenciacién de estas tres
especies de Sarcocystis es su infectividad
en aves Yy ratones inmunodeficientes, la tin-
cién histoquimica con anticuerpos anti- S.
neurona y la ultraestructura de los mero-
zoitos (11). Por otro lado, Tanhauser et al.
(20) desarrollaron marcadores moleculares
para diferenciar S. neurona de S. falcatula.
En dicho trabajo, de 9 inéculos de intesti-
no, provenientes de comadrejas (D. virgi-
niana), S se identificaron como S. neuro-
na, 2 como S. falcatula y 2 resultaron ser
organismos no identificados, distintos de
S. neurona y S. falcatula.

Chead]e etal. (1), usando los anélisis con
enzimas de restriccién desarrollados por
Tanhauser et al. (20), determinaron las

Figura 2. Esporocisto de Sarcocystis spp. conteniendo un residuo

especies de Sarcocystis presentes en co-
madrejas (D. virginiana) infectadas na-
turalmente. Con el objetivo de hacer un
diagndstico de las distintas especies de
Sarcocystis por morfometria, midieron
20 esporocistos de cada aislamiento de
las 3 especies caracterizadas (S. neuro-
na, S. falcatula y S. speeri) y de 2 tipos
de Sarcocystis no identificados, “tipo
1085” y “tipo 3344”, (n=340). Para S.
neurona la media fue de 10,7u(+0,09) x
7,0u(x0,09) (9,7-11,4p x 6,2-8,4), para
S. falcatula de 11,0u(£0,13)x7,1p
(x0,10) (8,8-11,9u x 6,6-7,9u), para S.
speeri de 12,2u(+0,14) x 8,8u(x0,09)
(11,0-13,2p x 7,5-9,7p), para el «tipo
1085» de 10,9u(x0,07) x 6,8u(x0,07)
(9,7-11,9n x 6,2-7,9u) y para el “tipo
3344” de 19,4u(x0,20) x 10,5u(+0,20)
(17,6-20,7u.x 9,2-11,9).

Lindsay et al. (17) realizaron un trabajo
donde se describe por primera vez la es-
tructura de los esporocistos de S. neu-
rona, obtenidos de comadrejas (D. vir-
giniana) infectadas experimentalmente.
Para este ensayo fue utilizado el aisla-
miento SN-37R de esporocistos de S. neu-
rona. Cuarenta esporocistos fueron medi-
dos obteniendo una mediade 11,3u(+0,47)
x 8,2u(x0,43) (11-12p x 7-9p).

En un trabajo realizado por Fenger et al.
(13) para determinar el huesped definiti-
vo de S. neurona y para ver la relacién
entre S. neurona y §. falcatula, recupe-
raron esporocistos de Sarcocystis spp. a
partir de comadrejas (D. virginiana) y
midieron 50 de estos esporocistos. La
media para el didmetro mayor fue de

en forma de glébulo grande y tnico (R) y esporozoitos.

11,6p (amplitud de 10,0-12,0p) y para
el didmetro menor de 7,8u (amplitud de
7,0-8,00).

Las medidas de los esporocistos obteni-
das en el presente trabajo no coinciden
con ninguna de las medidas obtenidas por
Cheadle et al. (1) para las diferentes es-
pecies de Sarcocystis, ni con las medidas
obtenidas por Fenger et al. (13) para
Sarcocystis spp., asi como tampoco con
las medidas obtenidas para S. neurona
por Lindsay et al. (17). Se debe tener en
cuenta que el nimero de esporocistos
medidos en el presente trabajo es mayor
que los n esporocistos estudiados por Lind-
say et al. (17) y por Fenger et al. (13).

CONCLUSIONES

Si bien hasta el momento, no es posible
diferenciar las distintas especies de Sar-
cocystis basados Unicamente en las me-
didas de los esporocistos y en su morfo-
logia interna, podemos inferir que en la
poblacién de esporocistos estudiada en
el presente trabajo hay més de una espe-
cie de Sarcocystis, debido a la gran dis-
persién que present6 dicha poblacion.

Se concluye que las estructuras encon-
tradas en el presente estudio correspon-
den a esporocistos de Sarcocystis spp.,
siendo ésta la primera comprobacién de
su presencia en Didelphis albiventris en
Uruguay. Se sugiere para trabajos futu-
ros, su aislamiento e identificacién a tra-
vés de técnicas moleculares, asi como tam-
bién la realizaci6én de un relevamiento se-
rolégico en los equinos del pais para cono-
cer si estin o no expuestos a S. neurona.
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De Interés

SUPLEMENTA CION PROTEICA EN GANADO DE CARNE

Soto Silva, C.!; Reinoso Ortiz, V.!

RESUMEN

Los vacunos alimentados con forrajes de baja calidad, altos en fibra y deficientes en proteina (ej. campo natural muy empastado,
rastrojos de sorgo y maiz, pajas de cereales, etc,) presentan una baja a negativa ganancia de peso vivo debido a que este tipo de
forraje se degrada muy lentamente en rumen ocasionando un bajo consumo voluntario. La suplementacién con proteina de alta
degradabilidad ruminal corrige el déficit de nitrégeno, aumenta la velocidad de degradaci6n, la llegada de proteina verdadera al
duodeno y el consumo de forraje. Para lograr una respuesta positiva a la suplementacién proteica, el forraje debe ser de baja
calidad, deficiente en proteina (menor 6 a 8% PB, relacién NDT : PB mayor a 7 o relacién PDR :NDT menor a 11%) y encontrarse
en alta disponibilidad para que los animales puedan expresar un incremento en el consumo de forraje. Se debe suplementar a bajo
nivel (0.1 2a0.3% PV) con un suplemento de elevado tenor proteico (mayor a 30% PB) elaborado en base a proteina verdadera de
alta degradabilidad en rumen preferentemente sin la incorporacién de NNP o incorporado a bajo nivel. El suplemento proteico
puede ser suministrado diariamente o cada 2 o 3 dias sin pérdida de eficiencia.

Palabras clave: suplementacion proteica, forrajes de baja calidad, bovinos a pastoreo.

INTRODUCCION

En la zona templada las pasturas gene-
ralmente son de alta calidad (adecuadas
en energia y proteina) siendo la princi-
pal limitante la cantidad de forraje, sin
embargo, en determinadas condiciones
algunas pasturas pueden aparecer defi-
cientes en nitrégeno para los microorga-
nismos del rumen lo cual limita la per-
formance animal (1, 14, 53).

El objetivo del presente trabajo es dis-
cutir brevemente los principales aspec-
tos de la suplementacién con proteina
de alta degradabilidad en rumen.

OBJETIVODELA
SUPLEMENTA CION PROTEICA

Diversos trabajos han mostrado una baja
anegativa ganancia de peso vivo (PV) y
una perdida de condicién corporal (CC)
en ganado de carne alimentado con forra-
je de baja calidad, lo cual se atribuye al
bajo consumo de nutrientes que se logra
con este tipo de alimento (14, 35, 47,
54). Los forrajes de baja calidad (defi-
cientes en proteina) presentan un bajo
consumo voluntario debido a su alto con-
tenido de carbohidratos estructurales
que se degradan muy lentamente y per-

manecen mucho tiempo retenidos en ru-
men. La suplementacién proteica incre-
menta el consumo de este tipo de forraje
debido a que aumentp su velocidad de
digestién, la tasa de pasaje ruminal y la
llegada de proteina verdadera al duodeno
(18,27, 33, 38). Para que esto suceda se
requieren dos factores fundamentales:

1°) el forraje debe ser de baja calidad,
con alto contenido en fibra y bajo en pro-
teina (1, 14, 27, 53). En forrajes con ni-
veles adecuados de nitrégeno la suple-
mentacién proteica no incrementa el con-
sumo de forraje (1, 34, 36, 41, 46, 52),
ocasionando muchas veces una sustitu-
ci6n de forraje por suplemento, en estos
casos los suplementos proteicos actua-
rian Ginicamente como fuente de energia
(1). Dolberg y Finlayson (15) encontra-
ron que con paja tratada con amoniaco,
en la cual la proteina degradable en ru-
men no era limitante para los microorga-
nismos ruminales, a medida que aumen-
taba el consumo de torta de semilla de
algodén disminuia marcadamente el con-
sumo de forraje, ocasionando una susti-
tucién de forraje por suplemento aln con
bajo nivel de suplementacién.

2°) la oferta forrajera no debe ser limi-
tante, debe existir una alta disponibili-
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dad de pastura, si la oferta de pastura por
animal y/o por unidad de superficie es es-
casa no existe respuesta a la suplementa-
cién proteica por la imposibilidad de los
animales de expresar un incremento en el
consumo de forraje (14, 39, 53, 54).

DETERMINACIONDE LA
NECESIDAD DE SUPLEMENTAR
CON PROTEINA

Para determinar si es necesario suple-
mentar con proteina se pueden emplear
pardmetros del forraje y/o del animal.

Los microorganismos del rumen necesi-
tan un adecuado balance nitrégeno - ener-
gia para realizar una eficiente digestién
ruminal (11, 18). Se ha sugerido que die-
tas con un contenido menor a 6 a 8% de
Proteina Bruta (PB) serian limitantes
para los microorganismos ruminales, en
estas condiciones suplementar con una
fuente de Proteina Degradable en Rumen
(PDR) seria beneficioso (1, 14, 38, 39,
53). Moore y Kunkle (47) encontraron
que el consumo declina rapidamente
cuando el contenido en PB del forraje
desciende por debajo de 7%, lo cual seria
consecuencia directa de una deficiencia
de nitrégeno en rumen que limitaria la
actividad microbiana.
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Recientemente, investigadores de la Uni-
versidad de Florida en EE.UU. (44, 45,
46, 47) encontraron que mas que el con-
tenido aislado de un unico nutriente del
forraje, la relacién energia - proteina con-
seguia explicar mucho mejor el efecto de
la suplementacién sobre ¢l consumo de
forraje y el balance de nutrientes (cua-
dro 1). Cuando la relacién entre Nutrien-
tes Digestibles Totales (NDT) y PB es
mayor a 7 el forraje presenta un déficit
de nitrégeno en relacién a su contenido
en energia (46) y en consecuencia res-
ponderia positivamente a la suplemen-
tacién proteica (6, 30). El objetivo de la
suplementacién seria lograr dietas con
una relacién NDT:PB entre 4 y 6 (39).

Un procedimiento més exacto para de-
terminar las necesidades de proteina su-
plementaria es balancear la relacién pro-
teina: energia de la dieta utilizando la PDR
en lugar de la PB. Para maximizar la fer-
mentacién ruminal y el consumo de nu-
trientes, la dieta debe tener una relacién
PDR:NDT de 10a 11% dependiendo de

la calidad de la dieta (11, 26, 48). Usual-
mente el 65 a 75% de la proteina del fo-
rraje es degradada en rumen (30, 50), el
6ptimo aprovechamiento de forrajes de
mediana a baja calidad (45 a 60% NDT)
ocurre cuando el consumo de PDR re-
presenta aproximadamente el 11% del
consumo de NDT (6, 7, 14, 25, 32). En
consecuencia, forrajes con una relacién
PDR:NDT menor a 11% responderian
favorablemente a la suplementacién pro-
teica (6, 7, 30).

En condiciones de pastoreo donde la ca-
lidad del forraje cambia con el tiempo y
la selectividad animal es alta es dificul-
toso establecer con precisién la relacién
energia — proteina del forraje consumido
(1, 20). En rumiantes la concentracion
de Nitrégeno Ureico en Sangre (NUS) es
indicativo de la relacién energia — protei-
na de la dieta (20). Cuando existe en ru-
men un exceso de nitrégeno en relacién a
la energia, la concentracién de amoniaco
(NH3) ruminal se incrementa (6, 24, 25,
27) lo cual se refleja en un aumento en la

concentraciéon de NUS (20). En cambio
cuando existe una deficiencia dietética en
proteina la concentracién de NH3 rumi-
nal es baja (6, 21, 25, 27) y el reciclado
de nitrégeno desde la sangre y por la sa-
liva hacia ®1 rumen es mis eficiente (24)
lo cual se traduce en una disminucién en
la concentracién de NUS (20).

El NUS puede ser empleado para eva-
luar la respuesta bioldgica a la suplemen-
tacién proteica o energética y los cam-
bios en la cantidad o calidad del forraje
(20). El criterio para iniciar o incremen-
tar el nivel de suplementacién proteica
podria ser cuando el promedio de una
muestra representativa del rodeo presen-
ta una concentracién de NUS menor a
7 mg/dl o el 25% de los animales de la
muestra presentan una concentracién
menor a 6 mg/dl (19, 20). Bajo estas con-
diciones existe una respuesta muy favo-
rable en ganancia de PV a la suplementa-
cién proteica en vacas de cria y en novi-
llos en terminacién (cuadro 2) (19, 20).

Cuadro 1. Balance energia — proteina del forraje y relacién NDT:PB del forraje (adaptado de Moore y col. 1999 y Beck y col. 2005).

Balance energia — proteina | Relacion NDT:PB Suplementar

del forraje del forraje Ejemplos de forrajes con:
Verdeos de invierno de alta

Excesivo en Nitrégeno <4 calidad en estado vegetativo | Energia
Mayoria de las praderas y

Adecuado en Nitrégeno 4a7 del campo natural Energia
Pasturas maduras, algunos
ensilajes y henos de

Deficiente en Nitrégeno 7al2 gramineas Proteinas
Algunas pajas de cereales y
forrajes tropicales muy

Muy deficiente en Nitrégeno > 12 maduros Proteinas (*)

(*) El forraje es tan deficiente en nitrégeno que responde a casi cualquier nivel de protefna del suplemento.

‘Cuadro 2. Relacion entre la concentracién de nitrégeno ureico en sangre y el balance energia — proteina de la dieta
(adaptado de Hammond 1992, 1997).

Nitrégeno ureico en Balance energia - proteina Respuesta suplementacion:
sangre (mg/dl) de la dieta Proteica Energética
<17 Deficiente en nitrégeno Muy positiva Negativa

8al2 Balanceada Positiva marginal | Positiva
>10al2 Excesiva en nitrégeno Negativa Muy positiva
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SITUACIONES ENLAS CUALES
ELFORRAJE SE PRESENTA
DEFICIENTE EN PROTEINA

Campos muy empastados con abundan-
te forraje maduro y restos secos presen-
tan serias limitantes en calidad (43). A
medida que la pastura madura se produ-
ce una pérdida progresiva de calidad que
se traduce en una disminucién de la di-
gestibilidad y del contenido proteico (1).

La calidad del forraje disminuye a medi-
da que se extiende el periodo de acumu-
lacién, aumenta la disponibilidad o la al-
tura de la pastura. En Uruguay se ha cons-
tatado que el contenido de PB del forraje
disminuye en forma importante cuando
el periodo de descanso supera los 60 dias
(2,5,51) o se acumulan mas de 2000 kg
MS/ha (43).

En el cuadro 3 se puede apreciar como a
partir de los 2300 kg MS/ha o un conte-
nido en PB del forraje ofrecido menor a
7.7% ovinos pastoreando a campo natu-
ral cosecharian una dieta deficiente en
nitrégeno (relacién NDT:PB > 7), debi-
do a la capacidad de los ovinos de cose-
char una dieta de mayor calidad que los
vacunos (43). Cabria esperar que estos
ltimos comiencen a cosechar una dieta
deficiente en nitrégeno con menor dis-
ponibilidad de la pastura y mayor con-
tenido proteico del forraje que los suge-
ridos en el cuadro 3.

En el cuadro 4 se presenta la relacién
energia — proteina de algunos forrajes de
Uruguay, analizando los datos de dicho
cuadro en general los henos y ensilajes
de leguminosas, las praderas y los ver-
deos de invierno aparecen con un balan-
ce de adecuado a excesivo en nitrégeno
en relacion a la energfa que aportan, los
verdeos de verano, los henos y ensilajes
de gramineas aparecen con un contenido
de adecuado a deficiente en nitrégeno
mientras que el campo natural presenta
un nivel intermedio de adecuado a margi-
nal.

Si se asume que en promedio, los vacu-
nos pastoreando campo natural en Uru-
guay cosechan un forraje con 55 - 59%
NDT (43) y para la 6ptima utilizacién
de forrajes de mediana a baja calidad se
requiere una relacién PDR:NDT igual a
11%, se puede inferir empiricamente del
cuadro 5 que cuando el forraje cosecha-
do presenta menos de 8 a 10% PB se
estarfa produciendo un déficit proteico.

CARACTERISTICAS DE UN
BUEN SUPLEMENTO PROTEICO

Para estimular el consumo de forrajes de
baja calidad un suplemento proteico debe
aportar adecuada cantidad de PDR (6,
11, 14).

Origen de la fuente proteica: en ru-
miantes el nitrégeno de la dieta puede
provenir de proteinas verdaderas (vege-
tal o animal) o de Nitr6geno No Proteico
(NNP). Las proteinas verdaderas (Ej. ha-
rina de soja, expeller de girasol, harina de
semilla de algodén, etc) son mas efecti-
vas en estimular el consumo y la diges-
tién del forraje que el NNP (Ej. urea, biu-
ret, fosfatos di y monoamonio, etc), a
pesar que estos dltimos son 100% de-
gradables en rumen (11, 14, 28, 29). Las
proteinas verdaderas ademds de nitrége-
no aportan energia, azufre, amino4cidos,
péptidos y esqueletos carbonados que
tornan més eficiente los procesos de fer-
mentacién y crecimiento microbiano (11,
53), las fuentes de NNP aportan solo
nitrégeno.

Laurea es la fuente de NNP mas comun-
mente empleada en la dieta de rumian-
tes, es mejor aprovechada por los micro-
organismos del rumen con dietas altas en
energia fermentecible (alta en granos) (37,
56), en cambio, en dietas a base de forra-
je la urea presenta una baja utilizacion
debido en gran parte a su gran solubili-
dad en agua lo cual hace que sea hidroli-
zada en rumen muy rdpidamente hasta
NH3, creando asi una asincronia entre el
pico de nitrégeno y la lenta fermenta-
ci6n de los sustratos energéticos del fo-
rraje (14, 37). La utilizacién de la urea

Cuadro 3. Relacién entre disponibilidad de forraje del campo natural y balance energia — proteina
de la dieta cosechada por ovinos (elaborado a partir de Montossi y col. 2000).

relacién o "“‘v‘s \
Disponibilidad | PB forraje PB forraje NDT forraje NDT:PB & X
« Ay, |
o
ofrecido cosechado cosechado Forraje ¥ \@f?};{ ::9
(kgMSha) | (%MS) (%MS) (%MS) cosechado JiATY
1000 11.6 16.5 49.0 3.0 y el
1500 10.1 14.0 61.5 4.4 A% 4
2000 8.6 115 69.0 6.0 5
Of)c < 'a
2300 7.7 10.0 71.1 7.1 ;
2500 - 7.1 9.0 71.5 7.9
3000 5.6 6.5 69.0 10.6
Derivado del cuadro:
Relacién NDT:PB dieta cosechada = 0.0000008*x? + 0.0003*x + 1.8733 ;r* = 0.9989
donde x = Disponibilidad forraje, Kg MS/Ha
Relacién NDT:PB dieta cosechada = 0.0943x? - 2.8675x + 23.63 12 =0.9989
donde x = PB forraje ofrecido, % MS
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Cuadro 4. Balance energia -- proteina de algunos forrajes de Uruguay (adaptado de

Mieres 2004).

NDT

Alimento PB (%MS) (%MS) Relacién
NDT:PB

Praderas (mezcla gram. leg.)
Verano 16,24 63,99 39
Otofio 19,25 61,83 32
Invierno 19,78 63,62 32
Primavera 17,03 62,65 3,7
Verdeos de invierno (avena +
raigras)
Invierno 17,74 63,46 3,6
Otofio 16,64 67,16 4,0
Primavera 14,80 63,68 43
Ensilajes y henos de leguminosas
ensilaje de alfalfa 18,32 51,71 2,8
ensilaje de pradera 13,77 54,63 4,0
heno de alfalfa 18,82 57,03 3,0
heno de pradera 10,13 44,33 4,4
Campo natural
Verano 8,63 54,73 6,3
Otofio 9,22 55,05 6,0
Invierno 9,15 56,01 6,1
Primavera 10,75 55,91 5.2
Verdeos de verano
maiz, planta entera, verano 8,83 63,91 72
maiz, tallo, verano 3,96 50,85 12,8
maiz, tallo, otofio 2,71 54,35 19,6
sorgo forrajero, verano 8,99 54,99 6,1
sorgo forrajero, otofio 10,93 57,95 5,3
Ensilajes y henos de gramineas
ensilaje de maiz, grano pastoso 7,89 64,54 8,2
ensilaje de sorgo forrajero 6,06 58,26 9,6
heno de paja de avena 6,33 52,04 8,2
heno rastrojo sorgo forrajero 4,16 47,80 11,5

Cuadro 5. Nivel de PB necesario para lograr en el forraje una relacién

PDR:NDT igual a 11%.

NDT del forraje | Degradabilidad de la PB del Forraje
(% MS) 65 % 70% 75 %

48 8.1 7.5 7.0

50 8.5 79 73

52 8.8 8.2 7.6

55 9.3 8.6 8.1

58 9.8 9.1 8.5

(*) Ejemplo (55% NDT, 70% degradabilidad) = (55 *0.11) /0.70 = 8.6% PB.

con dietas altas en forrajes puede ser
mejorada con la adicién de una fuente
rica en energia rdpidamente fermenteci-
ble (ej. granos, melaza, etc) (56). Existe
especial interés en el empleo de fuentes
de NNP en dietas de rumiantes dado su
bajo costo por unidad de nitrégeno (37).

Las proteinas verdaderas normalmente
contienen suficiente azufre para cubrir
los requerimientos de los microorganis-
mos del rumen, sin embargo, cuando se
suplementa con NNP se debe tener es-
pecial cuidado con el aporte de azufre,
los microorganismos del rumen necesi-
tan una relacién nitrégeno : azufre en la
dietade 15 : 1 (3 g de azufre inorgénico
cada 100 g de urea) (40, 57). La suple-
mentacién proteica es inefectiva si la die-
ta presenta un déficit de azufre (53, 57).

Nivel de proteina del suplemento:
cuando se suplementan forrajes de baja
calidad el suplemento debe poseer una
relacién PDR:NDT al menos suficiente
para fermentar efectivamente la materia
orgénica del suplemento sin necesidad de
recurrir a la PDR del forraje, en conse-
cuencia debe poseer como minimo una
relacién PDR:NDT de 12a 13% (11). Si
el suplemento es bajo en proteina, la ener-
gia que este aporta exacerba la deficien-
cia de nitrégeno en rumen € impacta ne-
gativamente reduciendo el consumo y la
digestibilidad del forraje (6, 13, 55). En
la préctica, el suplemento debe poseer
mads de 25 a30% PB, con una degradabi-
lidad ruminal minima de la proteina de
50 a 60% (14, 35, 39).

Nivel de NNP del suplemento: si bien
el NNP es menos efectivo que la protei-
na verdadera en incrementar el consumo
de forrajes de baja calidad, a bajo nivel
de inclusién en el suplemento existe poca
desventaja con respecto a las proteinas
verdaderas (11, 29, 37). Clanton (10) en
una serie de experimentos con ganado a
pastoreo y diferentes niveles de inclu-
sién de NNP al suplemento encontré que
la performance animal disminuy6 cuan-
do el suplemento contenia més de 3% de
urea en comparacién con el ganando su-
plementado solo con proteina verdadera.

Cuando el equivalente proteico aporta-
do por la urea no supera el 25 a 30% de
la PDR del suplemento (11, 29, 37) la
diferencia en evoluci6n de la CC en va-
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cas de cria prefiadas serfa minima com-
parado con animales suplementados solo
con proteina verdadera. En animales en
crecimiento es recomendable que el equi-
valente proteico aportado por el NNP
no supere el 15% de la PDR del suple-
mento (37). A altos niveles de inclusién
de urea (mayor a 45% PDR del suple-
mento) comienzan a aparecer problemas
de palatabilidad y rechazo del suplemen-
to lo cual dificulta lograr que los anima-
les consuman todo el suplemento asig-
nado (11).

Forma fisica del suplemento: los su-
plementos en forma de bloque y los de
presentacién liquida (Ej. melaza + urea)
presentan mayor variabilidad individual
en el consumo y mayor proporcién de
animales que no consumen suplemento
en comparacién con los de presentacién
seca (harinas, granos, cubos, pellets, etc)
por lo cual se torna més dificil lograr que
todos los animales consuman la cantidad
de suplemento asignado (8). Ademds los
bloques de bajo consumo (consistencia
dura) presentan mayor variabilidad indi-
vidual en el consumo que los de consis-
tencia blanda (8).

NIVELDESUPLEMENTACION

Para estimular significativamente el con-
sumo y la digestién de forrajes de baja
calidad se deben suministrar pequeiias
cantidades de un suplemento de elevado
contenido proteico (14, 35, 39, 54). A
elevado nivel de suplementacién (41, 46)
una vez que el suplemento proteico cu-
bre las necesidades de nitrégeno de los
microorganismos del rumen actiia como
energético lo cual puede ocasionar un
efecto contrario al deseado, es decir una
sustitucién de forraje por suplemento (1,
11, 34, 52, 55). En estas condiciones la
posible mejora en la performance se debe
al surplus de energia que aporta el su-
plemento (1, 11). Ademés diversos tra-
bajos han demostrado que un exceso de
proteina en la dieta deprime el consumo
de forraje (7, 12, 13, 25, 27). En general
como guia practica se recomienda un ni-
vel de suplementacién de 0.1 a 0.3% PV
con un suplemento de elevado tenor pro-
teico (> 30% PB) (39). Generalmente
existe una respuesta positiva en ganan-
cia de peso vivo cuando el consumo de
PB proveniente del suplemento protei-

co supera el 0.05% PV y es siempre po-
sitiva cuando supera el 0.1% PV (46).

Calculo de la cantidad de suplemen-
to a suministrar: con forrajes de me-
diana a baja calidad (45 a 60% NDT) el
objetivo de la suplementacién es lograr
una dieta con una relacién PDR:NDT del
11% (6, 7, 14, 30, 32, 39).

Si representamos con:

X1 = consumo de MS de forraje con su-
plementacién (kg o %PV).

X2 = consumo de MS de suplemento
proteico (kg o %PV).
PDRf, PDRs = contenido en PDR del

forraje y del suplemento respectivamen-
te (%MS o kg/kgMS).

NDTf, NDTs = contenido en NDT del
forraje y del suplemento respectivamen-
te (%MS o kg/kgMS).

[PDR:NDT] =relacién deseada en la die-
ta entre el consumo de PDR y el consu-
mo de NDT.

CMSf = consumo proyectado de MS del
forraje (kg o0 %PV), ej. 1.8 22.0% PV en
vacas de crias prefiadas no lactando, 2.3 a
2.5% PV en vacas de cria en lactacién, 2.5%
PV en animales en crecimiento (9, 32).

Matemaiticamente el objetivo de lograr
una determinada relaci6n entre el consu-
mo de PDR y NDT se expresa como:

% *
PDRf * X1+ PDRs * X210 NDT)
NDTf * X1 + NDTs * X2

Donde ademds se impone la condicién
que el consumo de forraje con suplemen-
tacion sea igual al consumo estimado de
forraje:

X1 = CMSf

Luego de reducir apropiadamente los tér-
minos obtenemos el siguiente sistema de
dos ecuaciones con dos incégnitas:

(PDRf - [PDR:NDT] * NDTf ) * X1 +
(PDRs - [PDR:NDT] * NDTs ) * X2 =0
X1 = CMSf

Este sistema de ecuaciones se resuelve
por el método tradicional de eliminacién
de Gauss, o més sencillamente dado su
especial configuracién reduciéndolo a una
tinica ecuacién con una sola incégnita:

X2=CMSf*F/(-9)

Donde:
F = (PDRf - [PDR:NDT] * NDTf)
S = (PDRs - [PDR:NDT] * NDTs)

Si no se cuenta con la degradabilidad de
la proteina de los alimentos, otra posibi-
lidad es balancear la dieta en base a la
relacién NDT:PB (6ptimo 4 a 6) (39),
con lo cual las ecuaciones anteriores que-
darfan como:

X2=CMSf*F/(-S)

F = (NDTf - [NDT:PB] * PBf)
S = (NDTs - [NDT:PB] * PBs)
Donde:

PBf, PBs = contenido en PB del forraje y
del suplemento respectivamente (%MS
o kg/kgMS).

[NDT:PB] = relacién deseada entre el
consumo de NDT y el consumo de PB.

Es importante destacar que la exactitud
de la metodologia de cdlculo propuesta
depende de la precisién con la cual se
estimen los diferentes pardmetros del
modelo (Ej. degradabilidad de la protei-
na, calidad del forraje cosechado, consu-
mo de forraje, etc.).

Ejemplo. Se estima que vacas de cria pre-
fiadas consumen el 2% PV de una pastu-
ra de alta disponibilidad y de mediana a
baja calidad cuando la dieta presenta ade-
cuado nivel de proteina. Si el forraje pre-
senta 50% NDT y 6% PB (70% degra-
dable en rumen, PDR =4.2%) larelacién
PDR:NDT es de 8.4% (6ptimo 11%) y
la relacién NDT:PB es de 7.7 (6ptimo 4
a 6) lo cual esta indicando una deficien-
cia en nitrégeno haciéndose necesario una
suplementacién proteica. La cantidad de
suplemento (expeller de girasol con 91%
MS, 65% NDT, 36% PB, 74% degrada-
bilidad de la proteina = 26.6% PDR) ne-
cesario para corregir el déficit proteico
de una vaca de cria prefiada (395 kg PV)
se calcula como:

CMSf =2% PV
F=42-[0.111*50=-123
$=26.6-[0.11] * 65=19.45

X2=2*(-13)/(-19.45)=0.13% PV
(0.514 kg MS suplemento)

En este ejemplo se deberia suministrar
en base himeda 0.565 kg de expeller de
girasol/vaca/dia (0.514 kg MS / 0.91 =
0.565 kg = 0.14% PV en base himeda).
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Para lograr el mdximo consumo de forra-
je en pastoreo la oferta de pastura por
animal debe serde 2 a 5 veces el maximo
consumo esperado de forraje (Hodgson
1990, NRC 1996). Continuando con el
ejemplo, si la suplementacién es por 60
dias, la pastura presenta 2580 kg MS/ha
y la oferta deseada es 3 veces superior al
consumo voluntario, la carga del potrero
se estima como:

Oferta = (2580 kg MS/ha) / 60 dias =
43 kg MS/ha/dia

CMSf = (395 kg * 2 %PV) /100 = 7.9
kg MS/dia

Demanda = CMSf * 3 veces = 23.7 kg
MS/dia

Carga = Oferta/ Demanda = 1.84 vacas/ha

FRECUENCIA ENEL
SUMINISTRO DE SUPLEMENTO
Debido a la capacidad de los rumiantes

de retener y reciclar el nitrégeno ingeri-
do en la dieta (24), el suministro de su-

plementos proteicos en forma infrecuen-
te generalmente no presentaria desven-
taja frente al suministro diario cuando se
compara a través de la evolucién de la
ganancia diaria del peso vivo, CC o per-
formance reproductiva (3, 16, 23, 35,
49), pero dada la rdpida degradacién de
las fuentes de NNP, cuando el suplemen-
to posee elevadas cantidades de urea
(equivalente proteico aportado por la
urea > 15% PDR del suplemento) es con-
veniente el suministro diario (17, 37).

En general se recomienda suministrar el
suplemento proteico diariamente o cada
2 a 3 dias (16, 39), por ejemplo si el
nivel de suplementacién es de 0.5 kg/ani-
mal/dia y el suministro es cada 3 dfas,
significa que cada 3 difas se suministra-
ran 1.5 kg suplemento/animal (0.5 kg * 3
dias = 1.5 kg).

RESPUESTAA LA
SUPLEMENTA CION PROTEICA

Cuando la proteina es deficiente muchos
estudios indican que la suplementacién

proteica incrementa el consumo de fo-
rraje en un 15 a 45% y algunos estudios
han demostrado un incrementode 2 a §
puntos porcentuales en la digestibilidad
del forraje (30), obteniéndose generalmen-
te una eficiencia de conversién de 1.5 a
3 kg de suplemento por kg de ganancia de
peso vivo adicional (39, 41). La eficiencia
de conversién disminuye a medida que
aumenta el nivel de suplementacién (41).

Debe quedar claro que la suplementacién
proteica mejora la performance del gana-
do alimentado con forrajes de baja cali-
dad principalmente debido a un aumento
en el consumo de forraje, si por alguna
razén (baja disponibilidad forrajera, ade-
cuado contenido proteico del forraje, alto
nivel de suplementacién, bajo contenido
proteico del suplemento, etc.) el ganado
no puede aumentar el consumo de forra-
je, la suplementacién proteica se torna
ineficaz y antieconémica (14, 39, 53, 54).
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Instrucciones para los autores

REVISTA DE LA SOCIEDAD DE MEDICINA VETERINARIA DEL URUGUAY

Veterinaria es la revista oficial de la So-
ciedad de Medicina Veterinaria del Uru-
guay destinada a publicar articulos en idio-
ma espaifiol sobre temas técnicos, cienti-
ficos y otras comunicaciones referentes a
las Ciencias Veterinarias.

Los contenidos y opiniones incluidos en
los articulos son responsabilidad exclusiva
de los autores.

INSTRUCCIONES PARA LOS
AUTORES DE TRABAJOS PARA
PUBLICACION

Normas generales

Los trabajos se enviardn a la Sociedad de
Medicina Veterinaria del Uruguay, Conse-
jo Editor de la revista Veterinaria, Cerro
Largo 1895, CP11200, Montevideo, con
un original y dos copias y en diskette
(3.57).

La etiqueta del diskette deberd contener el
apellido del primer autor, las primeras pa-
labras del articulo y el nombre del proce-
sador de texto utilizado. El texto serd ar-
chivado en documento Word y no deberi
exceder de 20 pdginas en formato carta
(21,6 x 27,9 c¢m), escrito en una sola cari-
lla, con margen de 2,5 cm a cada lado y
deberd estar escrito con caracteres de 12
puntos, con interlineado doble. Los cua-
dros y figuras deben ir al final del manus-
crito (cada una en hoja aparte). Las figu-
ras deben estar fuera del manuscrito he-
chas en Excell. Las fotografias o impre-
siones serdn en blanco y negro (con 300
dpi de resolucién como minimo), en un
mdximo de 5 que serdn adjuntadas al origi-
nal, con leyenda en hoja aparte y numera-
das al dorso indicando el borde superior
derecho. Las fotografias o ilustraciones en
color podrin ser publicadas pero a costo de
los autores, no se aceptardn diapositivas.

Los autores solicitardn por nota aparte y
con la firma de todos ellos la publicacién
del trabajo, designando a uno de los mis-
mos para ser enviada la correspondencia
(indicando direccién postal completa, te-
1éfono, fax y correo electrénico), dejdn-
dose establecido que el mismo no se ha
publicado ni se ha remitido a ninguna otra
publicacién peridédica. Se aceptardn traba-
jos que hubieran sido publicados como re-
siimenes o comunicaciones cortas en con-
gresos, simposios o jornadas, debiéndose
en este caso indicarse en el pie de la pri-
mera pagina del articulo.

Los trabajos recibidos serian cvaluados por
el Consejo Editor pudiendo darle los desti-
nos siguientes: aceptarlos, devolverlos a
los autores para su adecuacién o rechazar-
los. El Consejo Editor los clasificard en:
1. Trabajo cientifico (articulo original,
revision) y 2. Trabajo de divulgacién
(prictica veterinaria, diagndstico, tecno-
légico, conferencia). Los autores recibi-
rdn 10 separatas.

Los trabajos aceptados para publicacién
pasan a ser propiedad intelectual de la
SMVU quedando los derechos de publica-
cién del trabajo a su cargo. Las reproduc-
ciones parciales o totales sélo pueden rea-
lizarse con la autorizacién escrita del edi-
tor.

1. Trabajos cientificos

Es una publicacién que aporta y amplia el
conocimiento o la comprensién de un pro-
blema determinado y que describe resulta-
dos originales que contiene suficiente in-
formacién como para que otro investiga-
dor pueda: evaluar las observaciones, re-
petir los experimentos y comprobar las
conclusiones. Un articulo original requie-
re rigor cientifico, expresado con légica,
claridad y precisién, con una extensién en
funcién de los resultados y respaldado por
citas bibliograficas imprescindibles. Exis-
tird un arbitraje de estos trabajos que se-
rdn evaluados por miembros de un Comité
de Arbitros de la revista Veterinaria.

2. Trabajos de divulgacion

Son aquellos trabajos que no cumplen con
las normas de trabajos cientificos origina-
les pero que su contenido es de un interés
o seriedad tal que merece su publicacion.

El Consejo Editor evaluard el trabajo y lo
clasificard segiin su contenido en: préicti-
cas veterinarias, diagndsticos, tecnoldgi-
cos, conferencias, educacién, u otro segun
corresponda. También podrdn ser publica-
das Cartas al Editor de intercambio profe-
sional.

Normas de redaccion para Articulos
Originales
Contendrin los siguientes elementos:

Titulo: Serd lo mas breve posible y conci-
so, reflejando exactamente lo que el tra-
bajo contiene. Escrito en minisculas.

Nombre de Autores: apeltido, inicial del
nombre ' ; otro/s nombres

Vidal, L.'; Gémez, J.2
direccién:(en pie de pdgina): ejemplo: ' De-
partamento de Bovinos, Facultad de Cien-
cias Veterinarias, Suipacha 698, Buenos Ai-
res, Argentina, tel.: (497)3002511, e-mail:
vidal@facvet.com; * Facultad de Veteri-
naria.

ejemplo:

Se detallard solamente la direccién postal
completa del autor responsable o corres-
pondiente, para los demds autores sola-
mente el nombre de la institucién.

RESUMEN

Dard una idea clara y precisa del conteni-
do, serd una version en miniatura del arti-
culo, conteniendo: objetivos, materiales
y métodos, resultados, conclusién. No debe
excederse de 200 palabras. Escrito en es-
paifiol en tiempo presente y en un sélo
parrafo luego del encabezado del titulo y
los autores.

El resumen con texto e¢n inglés se denomi-
nard: Summary.

Palabras clave

El autor propondra las palabras clave que
representen al contenido del texto para
una clasificacién y bisqueda bibliogrifica.
Se permitirdn hasta 5 (cinco) palabras.
Las mismas palabras en idioma inglés (Key
words) serdn agregadas para complemen-
tar el Summary.

INTRODUCCION

Los autores deben suministrar anteceden-
tes suficientes sobre el tema para que el lec-
tor no deba recurrir a otras publicaciones
anteriores y para que comprenda la impor-
tancia o trascendencia de la investigacién
que se comunica. Deben referirse al contex-
to en general (en el mundo, etc.) y en parti-
cular (en el pais), eligiendo las informacio-
nes mds recientes y mds relevantes.

Se deben dar los fundamentos cientificos
del estudio y definir claramente cudl es el
propdsito de escribir el articulo, precisan-
do en el dltimo pédrrafo los objetivos del
trabajo. Escrito en tiempo presente.

MATERIALES Y METODOS

Los autores deben dar suficientes detalles
para que un investigador competente pue-
da repetir los experimentos y definir el
disefio experimental.

Describir claramente los animales utiliza-
dos, su nimero, especie, género, raza, edad.
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Describir claramente la marca, modelo y
origen (ciudad y pais del fabricante) de los
equipos utilizados. Los reactivos, drogas o
medicamentos deben describirse por su
nombre genérico o quimico o por marcas
comerciales patentadas (que se sefialardn al
pie de pégina).

Los métodos y procedimientcs deben ser
detallados y bibliograficamente referencia-
dos. Deben precisarse con claridad, tiem-
pos, temperaturas, etc. Los métodos de
los andlisis estadisticos deben senalarse y
citarse bibliograficamente.

RESULTADOS

La descripcién de los resultados obtenidos
debe presentarse con claridad. Primeramen-
te hacer un “pantallazo gencral” de los
resultados experimentales y luego pueden
describirse en cuadros (tablas) o figuras
(gréficos, dibujos, fotografias) los datos
de los experimentos. No deben presentar-
se datos repetitivos o demasiado extensos
y detallistas.

Deben usarse medidas del sistema métrico
decimal dentro de lo posible u otras medi-
das convencionales. Los anélisis estadisti-
cos de datos deben seiialar su significacién.

Debe redactarse en tiempo pasado

DISCUSION

Deben mostrarse las relaciones entre los
hechos observados, con las hipétesis del
propio experimento y/o con las teorias,
resultados o conclusiones de otros autores

Formule las conclusiones en forma clara.
Deben aplicarse las referencias bibliogra-
ficas al experimento y no abundar en de-
talles no estudiados.

Deben exponerse la significacién de los
resultados y evitar las repeticiones.

Escrito en tiempo pasado en tercera perso-
na del singular o plural segiin corresponda.

CONCLUSIONES

Sé deben dar interpretaciones que sean jus-
tificadas por los datos.

Se deben resumir y globalizar las conclu-
siones parciales que se obtuvieren de dife-
rentes resultados del trabajo. No deben
darse conclusiones demasiado generales.

Debe haber una coherencia entre los obje-
tivos, los resultados y las conclusiones, pu-
diendo sugerirse recomendaciones.

Agradecimientos

Deberd constar el nombre de las personas
y la institucién a la que pertenecen ha-
ciendo mencién al motivo del agradeci-
miento. Debe ser escrito en forma conci-

sa y hacer referencia a materiales o equi-
pos y al apoyo financiero.

Referencias Bibliograficas

En el texto: Al final de cada cita bibliogra-
fica se colocara: el niimero correspondiente
al autor con punto. Si existieran varias
citas en el mismo pdrrafo se citard de la
siguiente manera (ej.): (8, 10, 12-14, 22).
Si es necesario mencionar un autor en el
texto, se escribird el apellido del ler. autor
entre paréntesis; si los autores fueran dos se
colocardn los apellidos de ambos y entre
medio el simbolo &. En todos los casos de-
berd citarse ademds el nimero correspon-
diente a la referencia bibliografica.

En el item de Referencias biblilogréficas:
Debe hacerse especial atencién al texto
de las referencias bibliogrificas, no se acep-
tardn trabajos mal referenciados. Las re-
ferencias deben colocarse en orden alfa-
bético de autores, numerando las obras ci-
tadas y consultadas en el texto. Deberin
citarse de la siguiente manera: Apellido
seguido de coma y un espacio (,) y luego
la(s) inicial(es) seguida(s) de un punto (.).
Ej. : Gonzdlez, R.. Si hubieran varios auto-
res deben separarse entre si por un punto
y coma (;). A continuacién, se colocard el
afio de la publicacién entre paréntesis.
Ejemplo: Gonzdlez, R.; Lépez, A. (1989).
Mis de una referencia del mismo autor se
ordenard en orden cronolégico decreciente.

Después del afio se escribird el titulo del ar-
ticulo terminado en punto. Las revistas cien-
tificas serdn citadas segdn las abreviaturas
convencionales, ej.: Am.J.Vet.Res. o el nom-
bre completo de la revista, seguido por el
volumen, el nimero entre paréntesis, segui-
do por los nimeros de pdginas precedidos
por dos puntos, ejemplos: 12:44-48. 6 tam-
bién: 12(8):44-48. Ejemplo: Gonzilez, R.;
Lépez, A. (1989) Paraqueratosis en suinos.
Am.J.Vet.Res. 12(8):44-48.

En el caso de la cita de libros, se indicard
Autores (Afio) Titulo, n® de edicién (salvo
la 1ra.), Lugar de edicién, Editorial, Canti-
dad de pdginas del libro. Ejemplo: Rosem-
berger, G. (1983) Enfermedades de los bovi-
nos. 2a. ed. Berlin, Ed. Paul Parey, 577 p.

En el caso de la cita de capitulo de libros,
se indicard Autores (Afio) Titulo del capi-
tulo, In: Autores (editores) del libro, Titu-
lo del libro, Edicién, Lugar de edicién,
Editor, Pdginas inicial y final del capitulo
precedido por pp y entre guién. Ejemplo:
Dirksen, G. (1983) Enfermedades del apa-
rato digestivo. En: Rosemberger, G. En-
fermedades de los bovinos. 2a. ed. Berlin,
Ed. Paul Parey, pp. 235-242.

En la cita de congresos: Autores (Afio)
Titulo del articulo. Nombre del congreso.

Nimero ordinal del congreso, Ciudad, Pais,
paginas.

En la cita de una tesis: Autores (Afio) Ti-
tulo de la tesis. Tipo de tesis (ej.: doctor
veterinario), Institucién, Ciudad, Pais.

En la cita de comunicaciones personales:
se cita el Nombre (apellido, inicial del
nombre) (Afio), se hace una llamada y se
cita al pie de pdgina con el texto: Comu-
nicaciéon personal. No citar en las refe-
rencias bibliogréficas.

Cuadros

Los cuadros deben tener un n°® de identifi-
cacién correlativo que figurard en el texto
y contendrdn un texto de titulo en la par-
te superior. Deben contener informacién
sobre el experimento que lo autodefina.
Las referencias o simbolos de los cuadros
se presentardn al pie del mismo en letra
cursiva de tamafio 10 puntos. Ejemplo:
Cuadro 1. Variacién de la temperatura en
funcién del tiempo., Ejemplo de pie de
cuadro: T = temperatura, t = tiempo (en
minutos). Si el cuadro no es original, citar
la fuente (Autor y afio) en pie de pdgina.

Figuras y Graficos

Las figuras o grdficos deben tener un n° de
identificacién correlativo que corresponda
con el texto y contener un texto de defini-
ci6én del contenido en la parte inferior, con
leyendas y definicién de los simbolos utili-
zados. Si la figura o grifico no es original,
citar la fuente (Autor y aiio) en pie de pagi-
na.

Fotos

Las fotografias y especialmente las mi-
crofotografias deben contener una escala
de referencia. Deben tener un n° de identi-
ficacién correlativo que corresponda con
el texto y contener un texto de definicién
del contenido en la parte inferior, con le-
yendas y definicién de los simbolos utili-
zados. Si la fotografia no es original, citar
la fuente (Autor y afio) en pie de pdgina.

Normas de redaccion para
Revisiones

Es un trabajo cientifico con el objetivo de
efectuar una revisién o recapitulacién ac-
tualizada de los conocimientos presentando
una evaluacién critica de la literatura publi-
cada segin la perspectiva del autor. Este tipo
de trabajo permite una mayor discrecionali-
dad en la presentacién de la organizacién
pero debe mantener rigor cientifico. Debe-
rén describirse los objetivos y el alcance que
se pretende lograr. La cita de bibliografia serd
la misma que la de los articulos originales.
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