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· Editorial

• •r 10 aClo a
¥ te enaria 1994

1 23 de noviembre de 1994 se constituye en un dia a ser recordado por la

Profesion Veterinaria, pues a la celebracion del dia del Veterinario en el

Uruguay, se agrego la institucionalizacion del Premio acional de

Veterinaria.

E dicha oportunidad, con la pr sencia de los Ministros de Educaci6n y Cultura y

Ganaderia, Agricultura y Pesca, Dr. Antonio Mercader eng. Agr. Gonzalo Cibil

respectivamente, se h·zo entrega de dicho Premio al equipo de Parasitologia de la

Direcci6 de Laboratorios Veterinarios "Miguel C. Rubino", integrado por los Ores.

Armando ari, erculano Cardozo, Maria A. Solari, Miguel Franchi, Stella Quintana

y los Tecnicos Agropecuarios Daniel Acosta y Eduardo Rizzo.

Ellos concursaron con un trabajo relacionado a Epidemiologia y Control de

P rasitos Gastrointestinales, Fasciola hepatica, Garrapata y Hematozoarios en Bovinos.

Esta d·st·nci6n instituida por la Academia Nacional de Veterinaria tiende a

estimular la investigaci6n en materias relativas a Ciencias Veterinarias.

EI Dr. Roberto Caffarena, Presidente de la Academia Nacional de Veterinaria, al

dar la bienvenida a los participantes exhort6 tanto a instituciones publicas como

privadas a sumarse a esfuerzo realizado por el Ministerio de Educacion y Cultura

para apoyar los trabajos cientificos realizados en el pais en el area veterinaria.

En nombre de la Comisi6n Especial que evaluo los trabajos presentados, el Dr..

Roberto Kremer destaco la calidad y la diversidad de areas tematicas desarrolladas,

o que demand6 una intensa labor para poder determinar el ganador, todo 10 cual

avala el interes y la profesionalidad con que los Veterinarios encararonsu participaci6n

en esta i stancia.

La Sociedad de Medicina Veterinaria del Uruguay, se congratula por la feliz

inic· ativa de la Ac demi., que sin duda, contribuira decididamente ala promoci6n

de la investigaci6n en areas de importancia para el desarrollo agropecuario del pais

y la salud pub ica.
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algunodelo int granteE.d I quipo
de trabajo. Semple" una sonda
cilindrica de 30 em d al tura por 10
em de dhimetro, con borde afilado
ymangodel,5m. steinstrum nto
dio muy buenos resultado para la
muestras de silo d Maiz y 10 de
Sorgo y Malz pero no flle feetiva
para los ilos d Pr dera. En tos
ultimos hubo que recllrrir a la
xtraccion manllal.En t dos los

ca 0 e eliminaron por 10 menos
1 s primero 50 a 60 em superiores
y las muestra obtenida fueron
colocada inmedia tarrlen te en
bolsa de polietilen , a I s qu e
extrajo el aire y s refrig ro,
siguiendo las r comen,dacione
dada por Cor ngia y col (2).Una
vez en ellaboratorio se determin6
pH y Materia Sea, y en los ca 0 en
que no e realiz6 sto de inmediato,
las muestras fueron cortgeladas
hasta el momento del ana.li is.

Analisis realizados

Lo analisi r alizados fueron:
pH, Materia eca (M.S.), J?rotema

bruta(P.B.)FibraAcidoD t rg nt
(ADF),Nitrog noIn lubl enFibra
Acido D t rgent (AD N), C nizas,
Calcio y Fo for .

Las tecnica mpl da en cada
caso fuero :

* pH. El mismo midi6 con un
potenciom tro digital con lectura a
la c ntesima, de acu rdo ala t "cnica
descrita por C rengia y col (2).

* Materia Seca. S d t rmin6
por s c do a p 0 con tant d I
mu stra en tuf a 60 C gUn las
r comend cione de Gi r yP chet
(5).

* Proteina Bruta. S d t rmin6
por 1 m "tod d Kj ldhal
empleandos un equipo Tecator
macro (9).

* Fibra Acido detergente. El
analisis hizo e a u rdo a la
tecnica de Van Soest (6) (18) (19).

* Nitrogeno insoluble en Fibra
Acido Detergente. Se determin6
sobr el residuo de ibra Acido
Deterge teempleando lmetodo
de Kjeldhal (6) (1 ) (19).

* Cenizas. S midi ron por
incin raci6nd lamue tra nmufla

a 550 C.
* Calcio. S mpl 6 la t"cnic

compi ximetr'ca undo DT y
Murexida c rna indicad r (14).

* Fosforo. S valor6 por t"cnic
p ctrofotom" trica u ando rn lib

dato d amenia y Acid Amin
naftol ulf" nico como activador (7).

Calculo de Energia l1eta
para lactaci61l

La Energia fu caleulada por
cuaci d regr i "n n ba a

los r ultado d Fibra Acid
Det rg nt btenido, s gun
Martin y col (10). L f" rmul
rnpleada fu r011:

Silos d pr d ra:
ENLact (Me l/kg)= [1.044 
(ADFO/o x 0.0131)] x 2.2

Silo d m lz y Silo de orgo:
ENLaet (Meal/kg) = [(NOroh)
0.01114) - 0.054] x 2.2
NDTo/o = 87.84 - (ADF Yo x 0.7)

Calculo de Coeficie1tte de
digestibilidad de la lnateria seca

El Coefi ient d dig tibilid d

Resultados promedio de los silos del ano 1988

Pradera Maiz grano Maiz grano Sorgo/maiz
duro lechoso

pH 5.04 3.95 3.74 4.54
M.S.oh 23.36 38.00 24.20 27.54
r.B.o/o 11.04 5.56 5.07 4.84
ADF% 48.26 29.60 40.00 38.68
ADIN°/o 2.65 0.57 0.72 0.94
ADIN/P.B.o/o 23.76 10.80 14.60 20.24
Cenizas 0/0 6.77 5.45 9.63 7.81
Calcio °/0 1.42 0.39 0.49 0.46
F6sforo % 0.14 0.15 0.16 0.1
ENLMc/K 0.90 1.52 1.34 1.37
CDMS 0/0 50.69 65.86 57.75 58.77
N° de muestras 8 9 5 12

M.S. (Materia S ca); P.B. (Prot ina Bruta); ADF (Fibr Acid D t rg nt ); ADI (Nitr6geno Ins luble en Fibr
Acid Detergente); ADIN/P.B. (0/0 de ADIN en relaci "n 1 % d P.B.); ENL Mc/K (En rgia eta Lactaci6n
Megacalorfa /Kilo); CDMS (Co ficiente de Dige tibilidad d la Mat ria Seca).
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Trabajo Original

Cuadr () 2
Resultados promed· 0 de os silos del ano 1989

TO C.Y.

0.70 17.48

8.54 27.77
1.68 24.76
5.47 16.97
0.20 33.04
4.79 48.11
2.7 7.59
0.23 8.80
0.05 38.26
0.09 6.30
4.26 6.68

RESULTADOS Y DISCUS/ON

d silo p ra 10 di tinto
param tros valuados a trave d
test de diferencia entr m di . En
todo los caso e fij6 un ni el de
011fianza d 95%.

Lo r ultados obt nido n 1
c rrer del ano 1988 e pre entan
r umidos n 1Cuadr ll.

L re ultado obt nido n el
orr r del an 1989 pr ntan

r um'do n 1Cuadr '2
Lo dato d 10 do ano fueron

pr mediado y 10 result do e pre
tan en 10 cuadros N° 3,4,5 Y6.

4.32

30.75
6.77
2.25
0.61
9.96
7.27
0.58
0.14
. 8

6 .7

4.1
21.75

5.65
42.76

0.81
15.52

.49
0.51
0.19
1.30

55.59
4

Sorgo/Maiz

4.09
29.34

7.61
31.62

0.61
.62

7.4
0.68
0.13

.49
64.27

23

Maiz

pH
M. S ca 0,lc)

P.B.°,lc>
AD 0/0
ADIN°,lc)
AD! IP.B. X)

Cuadr N° 3
Resultados de los silos de Maiz

uadr N ' 4
Resultados de los silos de Pradera

N l de muestras: 21
M dia STO C.Y.

pH 4.59 0.88 19.18
M. cOlo 25.11 3.85 15.35
r.B.eX> 10.96 2.17 19. 3
AD % 45.11 6.62 14.68
ADIN% 2.60 1.21 46.45
ADIN/P.B. Yo 24.24 11.82 48.77
C iza %) 9.05 3.31 36.63
Calci eyo 1.43 0.42 29.71

" f ro <Yo 0.20 0.16 8 .66
NL. Mc/k 1.00 0.19 19. 5

CDMS 0/0 53.76 5.16 9.60

.1
2 .70

6.1
39. 1

0.98
1 .35

9.11
O. 8
0.11
1.3S

57. 9
15

Sorgo

4.32
26.1
10.91
3.17
2.57

24. 0
10. 5

1.43
0.17
1.0

S5.27
13

Pradera

llalisis estadistico

a cal ul6 p r
al a partir d 1

d ibra A id
D t r nt (10), mpl "ndo la
igui nt f"rmula:

CDM = .9 - (0.779 AD X,)

Vol 29 N° 122 ABRIL - JUNIO 1994



CuadroN° 5

esultados de los silos de Sorgo y Maiz

N° de muestras: 16

Media STD C.V.

pH 4.44 0.90 20.34
M.Seca% 26.09 5.95 22.82
P.B.% 5.04 1.15 22.75
ADp% 39.70 4.15 10.44
ADIN% 0.91 0.17 18.86
ADIN/P.B.% 19.07 5.98 31.38
Cenizas % 7.97 1.42 17.80
Calcio 0/0 0.47 0.21 45.22
F6sforo % 0.13 0.07 53.29
ENL.Mc/k 1.35 0.07 5.20
CDMS% 57.98 3.23 5.57

B) D'ferencias entre aiios 1988
y 1989 para Proteina Bruta y
Energia Neta de Lactacion

En los silos de maiz, con relaci6n
a la Proteina Bruta, se encontraron
diferencias significativasentre mos,
(p<0.05) tanto en la comparaci6n
con el maiz grano lechoso como con
el maiz grano duro.

En relaci6n a la Energia Neta de
Lactaci6n, los silos del ano 1989 no
mostraron diferencias ignificativas
con el rnaiz grano duro de 1988. Sin
embargo, se encontraron dife
rencias comparandolo con el grana
lechoso de 1988 (p<0.05). No se
encontraron diferencias entre anos
para los otros grupos de silos
(p<0.05).

A) Correlaciones pH/Materia
Seca y pHIADIN PB

Se encontr6 correlaci6nnegativa
entre pH y Materia Seca en los silos
de Pradera, y correlaci6n positiva
entre pH y ADIN Proteina en los
silos de Sorgo-Maiz, .:fatos que
coinciden con los resultados
obtenidos por Corengia y col. (2).

Los resultados de regresi6n
obtenidos sepresentan erl el Cuadro
N° 7 Ygraficos N° 1 YN° 2.

Estos resultados permiten
confirmar la hip6tesis de que
variaciones en el porcentaje de MS
puedan afectar el pH, as]' como que
el pH puede 'nfluir sobre la
proporci6n final de Nit.r6geno de
Maillard.

CuadroN°6

esultados de los silos de Sorgo

N° de muestras: 15

Media STD C.V.

pH 4.18 0.51 12.21
M. Seca% 28.70 5.15 17.95
P.B.% 6.13 1.39 22.66
ADF% 39.81 5.76 14.47
ADIN%1 0.98 0.53 54.06
ADIN/P.B.°1c 18.3 15.72 85.65
Cenizas % 8.11 1.44 15.81
Calcio % 0.48 0.22 45.18
F6sforo % 0.11 0.04 32.94
ENL.Mc/K 1.35 0.10 7.38
CDMSO/o 57.89 4.49 7.75

CuadroN° 7

Correlaciones entre pH/MS y pH/ADINP

Tipo de silo r2 p= r2 p= Grados
pH/MS pH/ADINP libertad

Pradera 0.3303 0.003 0.0256 0.231 19
Maiz 0.0043 0.289 0.0167 0.212 35
Sorgo 0.0754 0.894 0.0289 0.450 13
Sorgo-Maiz 0.0411 0.533 0.4409 0.003 14

7E~g~~
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Trabajo Original

en el cuadro N° 8.
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10

pH

CORRElAClON pHIADlN.PAOT

CONCLUSIONES

Reafirmando conclusiones de
trabajos nacionales anteriores, se
recalca la diferencia existente entre
los valores analiticos de los silos
nacionales con los extranjeros, por
10 que en el momento de balancear
una dieta seria conveniente el uso
de datos nacionales.

Aun mas, debido a las
variaciones encontradas entre afios
y fundamentalmente a los altos
coeficientes de variaci6nen los silos
del mismo grupo, debe destacarse
la importancia del analisis porparte
de tecnicos y productores de los

I
~....~•••• .A ••••.------l

1.8 7I5 6..14 .&..6

Ie l --,,--'.._ L_.• .a...-._~_ J. ---'-

.6

Fig. 1. Silos de Pradera

pH

CORRELACION pHI ROT

36 r- __ : _-_ __--..--. _..__.__._ }

X -1.27

silos antes de su uso.
Con referencia a los silos de

Maiz, Sorgo y Sorgo-Maiz
analizados, sus valores son
insuficientes como para ser
empleados como alimento sin
suplementaci6nproteicaen ganado
lechero en epocas de carencia
forrajera.

AUt • 4

.... I
1°l I
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Fig. 2. Silos de Sorgo/Maiz

variaci6n encontrados entre silos
del mismo tipo.

C) Diferencias entre los distintos
grupos de silos para los parametros
evaluados

En relaci6n a los parametros
evaluados entre los silos, las
diferencias encontradas semuestran

Son varios los factores que
pueden modificar la calidad de un
silo del punto de vista nutricional
(15). Estos factores afectan
diferentes parametros que
determinan dicha calidad. Se
consideran los tenores de Proteina
Bruta y contenido energetico.del
ensilado, como los parametros mas
importantes.

A traves de los resultados
obtenidos, se destacan en primer
lugar, las diferencias encontradas
en el tenor de Proteina Bruta en los
silos de Maiz entre los dos afios.
Hay que recordar que los silos del
ano 1989, son el resultado de una
:cosecha luego de un periodo
prolongado de sequia, condici6n
que puede determinar un cambio
en el aprovechamiento del
nitr6geno por el forraje,
modificando el tenor en Proteina
delmismo.

En relaci6n a los otros
parametros estudiados, si bien las
diferencias no fueron significativas
entre un ano y otro, es interesante
destacar los altos coeficientes de

Vol 29 }\J2122 ABRIL - JUNlO 1994
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la v ntaja
econ6miea del u 0 d e to ilo, va
a dep nd r en eada e .0 d 10

co tos del culti 0, Kg de Inat ria
ca por Ha, co t d elab raci6n,

te.. Con id r mo q eada
productor d b timar la
con eni ncia 0 no de ta r s r y
creemo que la forma maCj practica
e comparar el co to d 1- unidad
protei a y / 0 n rg' tiea c n otro
alimento que pu d di pOl1er en
e em ment .

E d hac r 11 tar qu· n t
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pen ar qu las t ' enie s ITlpl adas
por nu str productor son Ia
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tenor en prot 111a d 10 mismo
r lativam nt d cuado, I niv 1
energetico e bajo. Pen an1 qu
e to es con ecu ncia d un baja
calidadd laprad ra n Imom nto
d su cosecha para n ilarla. En
nu tra opini6n d bido a qu 1
pr duetor opta por en ilar un
f rraj maduro ya qu : a) al
umentar 1e nt nid n Iv1at ria

Seea, y bajar I d Plot ina
di minuy los ri gos d UIla mala
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RESUMEN SUMMARY

La determinaci6n prenatal del sexo en las especies
de interes pecuario, es una metodologia de gran inte es
desde el punto de vista productivo. En este trabajo se
utiliz6 el ADN de seis bovinos, raza Holando, para
detectar marcadores macho especificos (sexado), con
la tecnica de amplificaci6n de ADN in-vitro (PCR). De
esta forma fue posible detectar secuencias espec'ficas
de sexo masculino, utilizando cantidades de muestras
tanpequefias como5pgdeADN. Elmetodo diagn6stico
aplicado result6 ser especifico, sensible, rapido y
econ6mico.

Palabras clave: Bovinos, determinaci6n del sexo,
amplificaci6n de ADI-.J, PCR.

The prenatal sex determination in farm animal
species ofinterest, is anestr tegic goal from a productive
point of view. In thi work th DNA amplification in
vitro technique (PCR) was used to detect male pecific
markers (sex marke ), using the DNA of ix Holste'
breed bovines.

It was posible the detections of male markers DNA
amplification using a little as 5 pg of DNA sample ,
The diagnostic method applied to bovine resulted
specific, sensitive, rapid and economic.

KeyWords: Cattle, DNA amplification, polymera e
chain reaction, sex determination.

INTRODUCCION

La determinaci6n prenatal del
sexo en los animales domesticos
genera un importaIlte impacto
productivo. El valor econ6mico de
los animales de producci6n varia
segun sea su sexo (17). En la
explotaci6n vacuna, en determi
nadas circunstanc·as, es importante
lograr una mayor descendencia de
un determinado sexo. Por ejemplo,
mayor numero de hembras en la
producci6n lechera y cle machos en
la producci6n de came.

En la 6rbita de ]la industria
frigorifica la aplicaci6n de
marcadores de sexo J?ostnatal en
bovinos (a partir de sangre 0

musculo) cobra importancia, pues
las canales de animales machos
reciben mayor cotizaci6n en los
mercados au tralianos.

Para investigar I sexo, existen
enbovinos m "todos inmuno16gicos
(19), citogeneticos (13) y consondas
de ADN (acido desoxirribonu
cleico) (15) (8), que exhiben distintos
grados de s nsibilidad y repe
tibilidad.

Los mismos sebasanen detectar
la presencia del cromosoma Y, un
segmento del mismo, 0 bien un
producto de la expresi6n de sus
genes.

Ultimam nte la tecnica de
sexado se ha sumado al transplante
de embrio es donde cobra

relevancia su aplicaci6n junto a la
fertilizaci6n in-vitro y el clonado
de embriones (17). Lo metodo de
sexado ante~ citados insumen
mucho tiempoy presentanuna serie
de dificultades que pueden
comprometer la viabilidad de 10
embriones preimplantados (17).

La tecnica de amplificaci6n de
ADN in-vitro (PCR) (10) (18)
permite realizar un rapido, simple
y fiable diagn6stico de sexo e
diferentes especies, amplificando
secuencias macho especfficas (2)
(11) (12). Esta tecnicapennitecopiar
en forma exponencial segmentos
predeterrninadosdelAD , a traves
de sucesivos ciclos termicos.

En este trabajo se reporta la

,. Divisi6n Citogenetica. Instituto de Investigacione i 16gicas "Clemente Estable" (IIBCE).
Avda. Italia 3318, N[ontevideo

** Unidad de Biot cnologia. Estaci6n Experimental "Las Brujas" INIA, Canelones.
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Traba·0 Ori inal

pu ta a punta de la t ~cnica d CR
partir d sangre (po tnatal), par

la iden ificaci ' n d s cuen ia
r petida del brazo corto d 1
cromo oma Y, propia del xo
masculino de Bo ino (Bo tallYl!).
S d crib n 1 par'm tr
en ayad y la c ncent ac· n
decr cient de AD utiliz da co
1pr p6 ito de f ar el grad d

n ibilidad de la t' cnica. S
di cuten lemento m todol6gico
y las ariabl sat n r n cu ta e
su aplicaci6n.

MATERIALES Y METODOS

Obtenci6 de muestras
Se trabaj6 con 6bovinos adulto

raza Holando, 3 de ello hembra
recien parida y 3 machos que s
utilizaban como dador s de semen.

A todo elIas e les extrajo 20
mililitro (ml) de angre ent ra po
punci6n de vena yugular, con

Jermg d chabl con 1,5 mg de
EDTA-Na/ml d a gr .

La mue tras col ctada fu ron
tral1 portada 1 laboratorio en
can ervadora isot' rmica y mante
nida 4 Chasta su proc samiento.

Extracci6n de ADN
Cada sangr traida fue

m zcl da co 9 v lum n de
Tampon d lisis (Sacaro a 0.32 M,
Tri 10 mM, 5mM MgC12, Triton
100x 1°/0) Ylos nucleos r cup rados
centrifugando a 3000 rpm/lO min.
Los precipitados fueron resus
pendidos con 4,5 m de tampon con
75 mM NaCl, 24 mM EDTA pH 8.0,
(SE).

Se agregaron 250 microl de 10°/0
Sodium-Duodecilo-Sulfato (SDS) y
100 microgr/ml de Proteinasa K,
incubandose ? 37 C por 120 min. Se
m zclaron uavemente con 5 ml de
Fenolsaturadocon20mMTrispH=
8.0, se centrifugaron a 6000 rpm/lO

min. recuperandose 1 fa e aCtiO a,
precipita do e el AD con 1
agregado de 1/10 de volumen de
acetato de Na (C

2
H

3
a0

2
) 3 M Y2

volumenes de etanol absoluto; y e
mezclaron uavemente hasta que
se visual·zo el ADN.

El AD s r cogi6 can una
varilla de vidrio, se enjuag6 dos
vece n alcohol 70°/0, se dej6 ecar
al aire, y se resuspendio en 1 ml de
tampon con 10mMTri , pH= 8.0,1
mM EDTA (TE).

Se evalu6 la concentracion del
ADN par medidas de absorcion a
una longitud de onda de A

260
/ A280

con un espectofotometro DMS 200
VARIAN.

Amplificaci6n del AD in vitro
Se seleccionaron del gen macho

especifico I dos secuencias
repetidas del brazo corto del
crornosoma Y (2) (14) que fueron
fabricados par OPERa

a

a

~LO.."...............

co __..__SOL

LABORATORIO

GUAYAQUI 3095 MO T V D 0

Vol 29 1'1 122 ABRIL - JUNIO 19 4



TAA

C RRIDJ\
-L TR F R TI A

AJ A

Perfil termal de la reacci6n

Cuadro N 2

A

Ii

1. CicIo d : 94 e/180 g.
2.40 cicIo d 56 C/60 g.

72°C/60 g
94°C/60 g

e 3. CicIo de: 72 C/300 g
un

TAT CTA CTA CTAAT

B .1
(M tth
1 0)

[NSAY

Secuencias d ADN e pecifico del crom oma Y bovino,
y pare de oligonuleotido para la determinacion de exo

* TV color satelital
* Circuito cerrado de video
* Video Cassete individual
* Dos an enas pare b6licas

* Frigobar
* DOl-DON desc:le la

habitacion
* Teh!fono en el bafio

* Secador de pelo
* Cofre de seguridc d en las

habitac·ones
* Room Service las 24

horas
* Desayuno bufet

* Snack Balr
* Cafeter'a

* Sala de reuni4)nes
* Busines facilities

* Baby sitters
* Aire acondicic)nado
* Calefacci6n ct!ntral

* Estacionamientct propio
* Equipos de enlergla

propios

PARA EMPRE.'SAS
APERTURA DE C~UENTA

CORRIENTE INMl:DIATA.
POR CONSUL,TAS

DIRIGIRSE A NUESTRO
DEPARTAMEN'ro DE

MARKETIN'G

V"..lB:71'-'..lB:~.AJR..lfA.
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Trabajo Original

DISCUSION

amplificacione hasta un
ni 1tan b jo como 5 pg.
(Figura 2).

n este trabajo
vid ncia Ia factibilidad

y eficacia dIu 0 de una
t"cnica molecular, It
mente e p cifica para
det rminar el exo rna 
culino d I bo ino en
Uruguay.

Cuando pusimos a
punto Ia tecnic in'ciaI
ment no inclinamo
ef ctuar u a d tec ion
po tnatal, por 0 ri go
d p "rdida mbrion ri
qu I manipul ci" n tr
apar jad . Po t ri r
mente s guimo e a
yand I proc 0 a ni 1
d mbrione con la
finalidad de m jorar 1
metodo; cabe de tacar
que casi por Ia misma
f cha tro grupo de
Facultad de Veterinaria
d I Uruguay, tr bajando
en ordinacio con un
equipode' v tigadore
bra ileno , comunica la
obt ncion xitosa de
mbrione con xo

c nocido por PCR (16).
Lo r ultad obteni

d s en ue tros ensayo
coinciden c n reportes

f ctuad por tro inve tigadore
(11) (12), que utilizaron la tecnica
d PCR, para amplificar
sp cificamente ecuencia repe-

tid s d 1br 20 corto d 1cromo om
Y.

La utiliz cion de un par de
oligonucleotidos que reconocen las

cu nci esp cificas de ste
crom om, no p rmit lograr
arnplificacion solamente en el
ADN proveniente de 10 macho
(Figura 1).

ll1 P cific (Figurai,2 y ).
La m zcla de acci"n y 1

d rrollo dIp rfil t rm 1
in umierol1 5 hora d la cual
210 mil1. corr pd. al pr C 0

d amplific cion y 90 min. a la
corrida lectrof r" tica.

La banda se observan por 10
fluore cencia del BrEt, no
nec itandos marc j isotopico.

Los nsayos realizado 0

concentracion s d cr ci nte d 1
ADN molde, detectaron

6

Figura 1. EI ctroforesis en get' de agarosa 2.5% de
11luestras de ADN bovino alnplificado in-vitro.
Pocillo M- Marcador de peso lnolecular patron
(ba t riofago Lalnbda digerido ton la endonucleasa
de restricciol1 Hind III)
Pocillo 1, 2 Y 5 - Muestra con5 tlgdeADN de lnacho en
pres l1cia d oligollucleotidos d s" ado (se ve banda
de 307 pb).
Pocillo 2 y 4 - Muestra COil 5ng de ADN de hetnbra en
prese1t ia de oligoltucLeotidos de se" ado (no se ve
ninglllla banda).
PocilLo 6 - Muestra sin DN en presencia de
oligoll11cl otidos de sexado, control de inespecificidad
(no se ve nillg11na banda).

d 1

R ULTAD
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Figura 2. Electroforesis en gel de
agarosa 2.5% de 1nuestras de
ADN bovino a1nplificado in
vitro.
Pocillo M - Marcador de peso
molecular patran (Bacteriafago •
Lambda digerido con la
endonucleasa de restrJ'ccian Hind
III).
Pocillo 1 - Muestra con 5 ng de
ADN macho en presencia de
oligonucleotidos de sexado (se ve
banda de 307 pb).
Pocillo 2 - Muestra con 5 ng de
ADN de macho en presencia de
oligonucLeotidos de Kappa
caseina (se ve banda ~.e 350 pb).
Pocillo 3 - Muestra con 50 pg de
ADN de macho en presencia de
oligonucleotidos de Kappa
caseina (se ve banda de 350 pb).
Pocillo 4 - Muestra sij~ ADN en
presencia de oligonucfeotidos de
sexado, control de ine.;pecificidad
(no se ve ninguna banda).

c rno 5 pg. i t n rno en eu
que una e 'lula d mamifero po
proximadam nt 6 pg d D,

P driamo uponer qu con ta
t" cnica s posible f ctuar un
d· g110Stico con fiuy poca celul .

La oeurr neia de fal os
negati as ha sid reportado par
complieaeione metodo' gie I

pudi ndo er up rado con la
ineorpor eion de un gundo par
d oligonucleotidos que ampli-
fiquen eeuencia repetid
autosomicas (12). Otros autore

Figura 3. Electroforesis en gel de agarosa 2.5% de muestras deADNbovino
· amplificado in-vitro. Ensayo de sensibilidad.

Pocillo M - Marcador d.e peso molecular patron (Bacteria/ago Lambda
digerido con La endonucL.easa de restriccion Hind III).
Pocillo 1, 2, 3 Y 4 - Muestras con 50 ng, 5 ng, 50 pg Y 5 pg respectivamente
de ADN de macho, en presencia de oligonucleotidos de sexado (se ven
bandas de 307 pb).
Pocillo 5 - Muestra sin ADN, en presencia de oligonucle6tidos de sexado,
"control de inespecificidad" (no se ve ninguna banda).
Pocillo 6, 7, 8 Y 9 - Muestras con 50 ng, 5 ng, 50 pg Y 5 pg respectivamente
de ADNde otro macho, en presencia de oligonucLeotidos de sexado (se ven
bandas de 307 pb). .
Pocillo 4 - Muestra sin ADN en presencia de oligonucleotidos de sexado,
control de inespecificidad (no se ve ninguna banda).
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evitan el probl rna con 1
determinacion de e 0 de mu tra
de AD d humano, bovino ,
oveja y cabra, con un 010 par d
oligonucl otidos universal qu
amplifica un fragmento (tanto en
macho como en hembra) (I), que s
digiere con enzimas de re triccion.

Ennue trosensayoslainclusion
de la amplificacion del gen d
'Kappa-ca ina, facilito descartar 1
po ibilidad de obtener falso
n gati os. De todas maneras e
necesario ajustar el metoda yen t 1
entido, e tamos ensayando

oligonucleotidos que amplifcan
AD ribo omal,queesperamosno
irvan como controles de

amplificacion.
El metoda cobra importancia en

el area de reproduccion, con el
transplante de embriones, donde
estos pueden ser obtenidos por
colectas uterinas de vacas
donadoras 0 por fertilizacion in

vitro, biop iados n el tado d
bla tocito, s x d por PCR e
implant dos, mant niendo u
viabilidad (11) (16).

CONCLUSIONES

Creemos que el PCR ofrece
v ntajas frente a los otro metodos
de sexado, por la espec'ficidad,

n ibilidad y rapidez can que se
f ctua (5 horas).

El m .. todo c mbinado con otras
tecnologia como la micro
manipulaciond mbriones Ie daria
un fuerte impulso en nuestro pais
al mejoramiento zootecnico, a la
comercializacion y al desarrollo de
embriones sexados y caracterizados
genotipicam nte.

Por otro lado, la utilizacion de
marcadores de sexo en los bovinos
podria cobrar la importancia que
posee, por ejemplo en Australia,
donde los Servicio cuarentenarios

Trabajo Original

d indu tria animal ef ctuan la
tecnica, para certificar la carne
provenientes de animale machos,
d bido a su mayor cotizacion.
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Comunicaci6n Corta

Inseminaci6n artificial
a tiempo fijo en cabras criollas

Romano, J.E.*; Ayala, M.**; Lago, 1.*; Cufiarro, B.**

R UM N LlMMARY

Th

rtificial in mination at fi d
with r frig rat d rn n wa

g d.
ra, men K Y w rd : Artifici I in mination, gats, frozen

m 11, f tility.

INTR DUCCI N

la in minacl n
Ul1 in trum nto
rmit un rapido

P ci 1m nt c n lad qu
p rmit una m yor difu i "n
iI d pendient d 1ti mp y pacio
(7).

La incronizaci6n d 1 10,
otr in trum nto t cnol6gico para

r utiliz do en programa d cria
c ntrolada, que p r it agrupar
los trab j ddt cion d c 10,
c n eu nt in min ci6n y
finalm nt parici6n (10). I u 0

c nc mitant d la LA. a tiempo
fij , incr rn ntaria aUn rna 1 u 0

racional d I ti mpo, n condieione
tal como: 1. Granjeros que hill
abocado a otras tarea agricola
facilitando la programaci6n con
ant laei6n sufieiente del uso de un
mi rnoreproduetor. 2. La detecci6n
die 10 in macho, normalmente es
una p ibl cau a de error. L I.A.
a tiempo fijo ofr ce la posibilidad

Vol 29 N° , 2 ABRIL - JUNIO 1994



de eliminar dicha actividad, muy
especialmente a pe(!uenos produc
tores que carecerl de animales
detectores de celo. 3. En animales
de zoo16gico en los cuales por sus
condiciones de habitat y manejo se
yerian favorecidos por la
disminuci6n de las frecuentes
deteccionesdecelo, y paralelamente
de los factores de stress.

El objetivo fue estudiar el efecto
de la inseminaci6n artificial a
tiempo fijo con semen refrigerado a
48 y I 0 60 horas del retiro de las
esponjas intravaginales con
progeshlgeno y Plv1SG en cabras
criollas.

MATERIALES ~(METODOS

El presente experimento se
realiz6 durante el otono de 1991 en
el Zool6gico ~v1unicipal de
Montevideo.

Los animales utilizados fueron
12 cabras de raza criolla. Los
animales pesaban entre 24 y 32 kg.
A cada cabra se realiz6 un examen
clinico general y una inspecci6n
vaginal. La profilaxis pre-ensayo
consisti6 en aclministrar un
antiparasitario externo pour-on
(Cipermetrin: 5 mIlanimal de
soluci6n a16%

), illl antiparasitario
interno (levamisol: 10 mg/kg por
via subcutanea y las pezufias se
recortaron. Cada hembra recibi6
luego de 10 dias 62.5 microgramos
de cloprostenol por via
intramuscular. Se alimentaron con
heno de alfalfa, concentrado
balanceado (300 g/animal/dia),
estando una mezcLa de sal mineral
y agua a libre disposicion de los

animales.
Las cabras fueron divididas al

azar en 2 grupos de 6 animales. El
primer grupo para ser inseminado
a las 48 horas del retiro de las
esponjas y el segundo para ser
inseminado a las 60 hs del retiro de
las esponjas. El celo se sincroniz6
mediante el uso de esponjas
intravaginales de acetato de
fluorgestona (FGA,40 mg) durante
12 dias mas 200 IU de gonado
tropina del suero de yegua prenada
(PMSG) administrada por via
intramuscular al retiro de las
esponjas.

Un retajo de 3 aftos se utiliz6
como animal detector de celo. Se
electroeyaculo .en 2 diferentes
momentos para comprobar la
ausencia de espermatozoides en su
liquido seminal. Se coloco pintura
en su pecho una vez al dia
permaneciendo en forma continua
con las hembras, luego del retiro de
las esponjas vaginales. Una cabra
con pintura en su grupa claramente
definida fue consideradaen celo. El
celo se detecto a las 24, 48 Y60 horas
del retiro de las esponjas.

Un macho cabrio cruza Pardo
Alpina-Toggenburg de 3 aftos con
historia de alta fertilidad seexamino
por salud potencial reproductiva,
dando como resultado ser un
reproductor satisfactorio. El semen
se obtuvo por electoeyaculacion.
Las siguientes caracteristicas del
eyaculado fueron determinadas:
volumen inicial, % de
espermatozoides moviles, movi
miento individual, concentracion y
pH. El volumen inicial fue evaluado
en el mismo tuba de coleccion

graduado en rangos de 0,1 ml. El 0/0
de espermatozoides moviles y el
movimiento individual fue
determinado en microscopio
fotonico a por 400 con el
condensador bajo, con el semen
diluido 1/10 en solucion salina
tamponada entre portaobjetos y
cubreobjetos.

La concentracion de esperma
tozoides fue calculada en camara
de Neubauer con semen diluido
1:200 en solucion salina al 30/0. El
pH fue determinado mediante
papel indicador de rango de 6,4 a
7,8. Luego de superar los requisitos
minimos de aceptacion, fue diluido
en leche descremada termorizada
mas antibi6ticos (1000 IU de
penicilina G potasica y 1000
microgramos desulfatode estrepto
micina por ml. de diluyente). Se
diluy6 en proporcion 1:I, se envaso
en pajuelas de 0,25 mI, se refriger6
a 4-SoC en 2 horas, manteniendose
en esa temperatura hasta su
utilizacion. Un mismo eyaculado
se uso para inseminar todas las
cabras. Cada cabra se insemino con
una pajuela via cervical. El semen
fue obtenido 5 horas antes de la
primera inseminacion a una
distancia de 30 kIn del Zool6gico
Municipal.

Los parametros controlados
fueron los siguientes: nUmero de
hembras en celo, numero de
paridas, numero de crias y largo de
gestaci6n.

RESULTADOS Y DISCUS/ON

Los resultados son presentados
en la Tabla 1. Las caracteristicas del

a. Derramin, Quim:ica Brouwer S.R.L. Buenos Aires, Argentina.
b. Ripercol L. Inyectable. Laboratorios Instituto Veterinari Uruguayo Montevideo - Uruguay
c. Estrumate. Coopers Animal Health Ltd. Berhamsted - England.
d. Chronogest. Intervet International B.V. Boxmeer - Holland
e. Folligon. Intervet International B.V. Boxmeer - Holland
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Cuadro 1

Datos del celo, Parici6n, N° de crias y largo de Gestaci6n

Animal En celo * Parici6n N°de Largo de
(horas) crias Gestaci6n

24 48 60 (dias)

: 48 horas A - + + - - -
B + + - + 2 148
I + + - + 2 147
F + + - - - -

H + + - + 2 149

60 horas 0 - + + + 2 147
C - + + - - -
E + + + + 1 146
G - + + - - -

*L ego del ret· ro de las esponjas

yaculado fueron las siguientes:
volumen: 3,5 ml, % de
e permatozoides m6viles: 80%,
movimiento individual: 3,5,
concentraci6n: 1360 millone de
espermatozoides/rnl, pH: 7.2. El
numero de esp rrnatozoid s
utilizados pordosis inseminante fue
de 170millones totales, valor que se
encuentra dentro de las cifras
utilizadas en otros ensayos,
suficientes para lograr preftez (4,6)
Un factor a destacar fue el uso del
mismo reproductor y de un solo
eyaculado para inseminar todas las
hembras, 10 que anula la variaci6n
debido a dichos efectos (9).

Tres cabras presentaron
inconvenientes en el retiro de sus
esponjas: 1 perdi6 su esponja y 2
presentaron adherencias vaginales
conhemorragia,no siendo incluidas
en el ensayo, quedando finalmente
5 y 4 animales para los grupos 48 y
60 horas, respectivamente. Todos
los animales integrantes del ensayo

presentaron celo dentro de las 48
horas luego del retiro de las
esponjas. Cada cabra se encontro
en celo en el momenta de su
respectiva inserninacion artificial.
Elporcentaje de cabras que parieron
es comparable con el de otras
publicaciones (4,6).

La inseminacion artificial a
tiempo fijo en cabras recomienda 2
inseminaciones adiferentes tiempos
como: 30 y 48 horas (3), 31 Y 55
horas (5), 55 Y79 horas (5), 36 Y60
horas (4) y 36 Y 48 horas (4). En
cambio para una sola inseminacion
se recomienda a las 42 ± 2horas y 45
± 2 horas para cabras Alpina y
Saanen, respectivamente (6). En
nuestro caso, en el grupo de 48
horas, al momento de su
inseminacion se encuentra casi
dentro de los valores sugeridos para
una sola inseminaciony coincidente
para la 2a dosis de algunos de los
esquemas propuestos (3,4,5). En
cambio el grupo de 60 horas, al

momenta de su inseminaci6n se
encuentra fuera del momenta
recomendado para lolado is y de
acuerdo con algunos de los
esquemas mencionados con el uso
de doble inseminaci6n (3,4,5). Este
ultimo grupo abre la posibilidad de
reveer los valores expuestos, 0

estudiar si es debido a una variacion
de la raza caprina utilizada, 0 a la
interferencia de ciertos factores
ambientales. El momenta optimo
de la I.A. con respecto a la ovulacion,
es un punto de importancia
fundamental para obtener la
maxima fertilidad.

Todas las cabras parieron 2crias,
salvo una que pario1 cria, 10 que da
una media de 1,8 crias por hembra
parida. La hormona PMSG que tiene
acci6n predominantementeforculo
estimulantesobreelovario,esu ada
en la practica en pequenos
rumiantes hasta 600 IV por animal
para mejorar el agrupamiento de
celos luego del uso concomitante
con progestagenos (5). Otra
indicaci6n es para provocar
superovulaci6n cuando es
administrada en dosis iguales 0

superiores a 1000 IU en programas
de transferencia de embriones (2).
En el presente ensayo fue utilizada
en dosis inferiores ala recomendada
para sincronizar el celo. El numero
de crias / cabra muestra que la raza
criolla es posiblemente pluripara
geneticamente, si bien para
determinar esto, se hubiera
necesitado un grupo control
(esponja vaginal con progestageno
sin PMSG), el cual no fue objeto del
presente estudio. El largo de
gestacion fue de 147.4 ± 1.1 dias
(media ± SD) duracion que es
similar a la presentada para la raza
Nubia pero diferente a las razas
Saanen y Alpina (1,8).
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RESUMEN

Comunicaci6n Corta

era obt ncion de dos prefieces
bovino por embriones produc·dos

in vitro e el Uruguay

Larocca, C.*; Kmaid, S.*; Romano, J.E.**; Calvo, J.***; Vigueira, M.***; Dochi, 0.****

SUMMARY

En lotonode1993, 11 lLaborat riod Tr n plante
de mbrion y Biot'mica d la Facultad d V t rinari

f ctua un en ayo obr producci6n ll1 itro d
mbrion bovino. D 15 mbrione al t di d
la tocito, 13 fu ron tran ferido por via no quirurgica

y 2 por via quirurgica. A pa tir de 10 31 dia de u
implant e r aliza ultra onogr fia por vi r ctal y
p t riorm nte palpaci6n r ctal. Do pren c fu r n

nfirmada corr pondi nt u a para cada grupo.
Palabras clav :Bovinos, transfer ncia d embrion s,

culti 0 in vitro, cultivo d embrion , pr n z.

During fall 1993 at th Laboratori de Tran plant
d mbri n y Biot'cni a d la Facultad d T t rinaria
at1 in vitr attle mbryo production trial wa don , of
15 bla tocy t embryos 13 wer tran f red by non-
u gical m thod and 2 by surgical m thod. At day 1

of tr n f r a r ctal ultra onographic pr gnancy
diagn i w don nd lat r r ctal palpation, wa
p rform d finding 2 pr gnancie , each on
corr p nding at ach group.

K y word : cattl, mbryo transfer, in vitro
culture, embryo cultur , pregnancy.

INTRODUCCION

La elecci6n y mejoramiento
g netico d los rod os bovino e
11a b ad en gran medida en la
in minacion artifi ial (IA) (2). La
tran f rencia de mbriones es otra
d Ia tecnica n reproduccion
animal qu incr m nta I num ro
d cria de una hembra (5). Por
ultimo, el de arrolio de 1
tecnologia de la r producci6n in
v'tro, como: maduraci6n de
o ocito , capacitaci6n, fertilizaci6n
.y culti 0 d embriones creo nuevas
po ibilidade para u utilizaci6n n
bovinos (1). En particular, st

t cnologia pueden r pr ntar la
ultima oportunid d d bten r
embrione d vaca d alto valor
productivo que d bido a patoogia
del tracto reproductivo a i como
enf rm dad it'mica t rmi
nale impidan producir embrion
viable (3).

EI obj tivo d la pre nte
comunicaci6n d scribir la
primera obtenci6n d 2 pr n c n
bovinos porembrione producidos
in vitro n el Uruguay.

MATERIALES Y METODOS

Los ovarios fu ron colectado

d ac prov i nte de un
frigorific local y tran port dos al
laboratorio en soluci6n salina
i otonica steril mas antibi6ticos a
30-35 C d ntro de la 3 horas de
xtraidos. Los foliculo de 2-5 mm

de diametro fueron a pirados con
aguja 18 G conectada a un jeringa
de 5 m!. Los ovocitos utilizado
fueron 10 que conteniatl cumulus
compl to y compacto. Elliquido de
aspiraci6n y lavado fue fosfato
buffer salino (PBS) con gluco a y
piruvato de Na mas 1% de suero de
temero recien nacido (STRN). Los
ovocitos se maduraron en medio
de cultivo 199 con 1% de STRN

* D partament d R pr ducci ~n ** Departam nt d iiI gia
*** D partam nt d M rf I i Y 0 arr 11 Facultad d Veterinaria La place 1550 11600 M nt ideo. Uruguay
**** ati nal Li t ck Br edin enter ishi- hirakawa- un. Kuku hima-K n 961, Japan
Financiado par C.S.I.C. V.R.O.D.
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Educaci6n Continua

"

oramiento en endoparasitosis
ovinos: siete alios
de experiencia

Lorenz Hi, E.; Macchi, M.I.; Do do, .
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Educaci6n Continua

Cuadr 1

esis encia a antihelminticos en ovinos en el Uruguay

2 (6,60/0)

17 (56,60/0)
1 (3,3%

)

10 (33,3%)

Se realiza un test de red CClon
de contaje de huevos (Lombrite t)
en cada e tablecimiento por ana,
para utilizar droga con com
probada eficacia; rotacion anual de
nueleo quimico que varia seglin £1
caso e inclusion de 1 0 2
do ificaciones con drogas qe
espectro reducido (closa tel 0

triclorfon) en momentos de
Eredominaneia de H. contortus
(ve!ano-otoflg).

L~ e dar a impo an H~

del recuento de huevos, que siendo
una tecnica sencilla y a pesar de las
limitaciones, Eermite, ademas de
los usos mencionados, obtener
informacion sabre la eficacia de las
drogas, 0 mejor dicho conocer la
sensibilidad de los parasitos a los
diferentes nucleos gufmicos, es
decir, posibilita el diagnostico de
rest tencia antihelmin~_' ---

y poc s situaciones se ha
Lncidido en el manejo de los
potreros con criterio parasitario
!!.,otaciones, descanso de potreros).

La participacion ha sido
fundamentalmente la determina
cion de la droga a utilizar, el
monitoreo y la aplicacion de los
conocimientos epidemio16gico , 0

que parece ser bastante a la luz de
los resultados hasta ahora
obtenidos y de donde se concluye
que se esta dosificando inne-

Resi tenc' a linica a bencimidazoles
Resist ncia linica a levami ol/morantel
R i tencia a bencimidazole y levamisol/morantel
Resi tenci a bencimidazole ,levamisol/morantel
y a la combinacion BZ.LVM

~

CONCLU

Para itologia de la DILAVE "Miguel
C. Rubino" se comenzo 1 e tudio
de 10 que seria el primer diagnostico
de Resisteneia a antihelmintieo en
ovino en Uruguay (8).

A partir d ah" s chequ aron 29
e tablecimi ntos rna y en 1100%
se diagnostico re istencia, segun se
detalla en el cuadro 1.Se de lJrellO
d e te cuadro, que los bencimida
zoles estan implicados en 29 d los
30 casos estudiados (96,6%) y el
grupo levamisol/morantel en 13
(43%).

s ez,la distribucion relativa
de generos de nematodes gastro
int tinales determinada por
autopsias parasitarias 0 cultivos de
larva fue la siguiente:

- Trichostrongylus: 76%
- Haemonchus: 65%
- Ostertagia: 35%
- Nematodirus: 18%
En uno de estos e tablecimientos

se diagnostico resistencia de
Haemonchus al closantel, consti
tuyendose en el primer diagnostico
de este tipo en Uruguay (datos no
publicado , 1993).

]1 asesoramiento hOYt entonces,
esta dirig'do al control parasitario
ROI un lad-o y al manejo de lao
resistencia por otro.

DILAVE "Miguel C. Rubino" (2).
En este entido, e importante

no trabajar conpoolde materia fecal,
para no aumentar las limitaciones
que la tecnica tiene per se.

En cuanto a la interpretacion de
los resultados tambien se igue 10
recomendado por los tecnicos de la
Division de Parasitologia de la
DILAVE "Miguel C. Rubino". Se
ha tornado como orientaci6n para
decidiruna dosificacionen animales
jo ene cuando el 50% d las
mue tra up ran 10 800 hpg, Y
paraanimalesadulto los 1.000hpg.
:Esto no e para nada rigido, sino
que en cada caso stoma en cuenta
el e tado d 10 animale, carga
animal por h ctar a, epoca del ano,
do ificacion ant rior, estado
fisiologico d los animales y edad.

Lo resultado obt nidos ha ta
el momenta con ste tipo d~

a e oramiento h n ido po itivo y
rapidamente apr ciabl , iendo los
logro rna importantes: l' ..k
drasti a disminucion del numero
de dosificacjones anllales, y 2
;posibilitar el dia~nosticQ de
~ i tencia a antihelminticos.

1) a i minucion del numero
de do ificacione reduce in dudas
10 co to para e.l productor, tanto
en especificos como en mana de
obra, y sde el punta de vista
tecnico disminuye la presion
antihelmintica sobre los nematode ,
ogrando e una utilizaci6n mas

racional d la drogas. 1promedio
de dosificaciones anual en estos
e tablecimientos es de 4.

2) En el transcurso del trabajo, a
comienzo del ano 1989 y
conjuntamente con la Division de

VJE7r'JE~A.RJfA.
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ce ariamente a los ovinos en
aquellos establecimJLentos sin
ninglin tipo de controL No se ha
comprobado cientificalnente si el
reducido numero de dosificaciones
que se maneja en e tos
establecimiento es com patible con
lap1c1xima produccion. a juzgarpor
los parametros comlin:mente eva
luados sf (peso de vello] para cada
categoria, peso de las borregas a la
encamerada), pero futuras investi
gaciones deberan esclarecerlo.

Por ultimo, se transcribe
textualmente un mensaje del Dr.
Armando Nari a la profesion;
mensaje que a juicio de los autores
resume la filosofia de trabajo en el
tema en cuesti6n: IIe .profesional
debe emplear la informacion
epidemiologica dispoIlible y los
conceptos sobre el manejo
parasitario de la pastura, asi como
la informacioncorrespondiente ala
eficacia y caracteristicas (absorcion,
metabolismo, excrecion) del
antihelmintico a utilizar. Reunir
informacion completa en e te
sentido, es a vece dificil para el
profesional que trabaja en el
ejercicio libre. Sin ernbargo, ir
perfeccionando e te enfoque e la
unica manera de Inarcar la
diferencia entre la sim}Jle compra
de un antihelmintico y un
asesoramiento tecnico, que ofrece
al profesional un nuevo punto de
contacto con el productor" (6).
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