Revista T Te———

Medicina Veterinaria y Zootecnia

C I : S Volimen 6, No.1 Enero-Junio de 2011 ISSN 1900-9607
R —

9 Nutritional characterization and ruminal degradation kinetics of
some forages with potential for ruminants supplementation in
the highland tropics of Colombia.

Caracterizacion nutricional y de la cinética de degradacion
ruminal de algunos de los recursos forrajeros con potencial para
la suplementacién de rumiantes en el trépico alto de Colombia.

21 Evaluation of canine semen that has gone through a freezing
and thawing process with different glycerol concentrations as a
crioprotector.

Evaluaciéon del semen canino, sometido a congelacién con
diferentes concentraciones de glicerol como crioprotector.

37 Effect of rotary plows on some physical properties of aclay loam
soil.

Efecto de los arados rotativos sobre algunas propiedades fisicas
de un suelo franco arcilloso.

46 Quantification techniques of the protein microbial synthesis in
rumen: a review.

Técnicas de quantificacao da sintese microbiana no rimen: uma
revisao.

55 Important considerations about in vitro production of equine
embryos.

Consideraciones importantes acerca de la produccion in vitro de
embriones equinos.

65 Toxicity with phenylbutazone in a horse: a case report.

Intoxicacion con fenilbutazona en un equino: reporte de un caso.

Indizada en:

Categoria B en PUBLINDEX, LATINDEX, DIALNET, DOAJ, REVIVEC, IMBIOMED,

Washington State University Libraries, ULRICH WEB, Biblioteca del Instituto de Biotecnologia (UNAM),
PERIODICA, EBSCO, PROQUEST, Gale Thomson, AGRIS, PKP Public Knowledge Project



UNIVERSIDAD CES

Un Compromiso con la Excelencia

Resolucion del Ministerio de Educacion Nacional No. 1371 del 22 de marzo de 2007

REVISTA CES MEDICINA VETERINARIAYY ZOOTECNIA (ISSN: 1900-9607)

Organo oficial de difusién cientifica de la facultad de
Medicina Veterinaria y Zootecnia de la Universidad CES
Medellin — Colombia

Indizada en:
Categoria B en PUBLINDEX, LATINDEX, DIALNET, DOAJ, REVIVEC, IMBIOMED,
Washington State University Libraries, ULRICH WEB, Biblioteca del

Instituto de Biotecnologia (UNAM), PERIODICA, EBSCO , PROQUEST,
Gale Thomson, AGRIS, PKP Public Knowledge Project.

DIRECTIVOS CES

JOSE MARIA MAYA MEJIA
Rector

SANTIAGO HENAO VILLEGAS
Decano facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia

DIRECTOR

Gregory Mejia Sandoval, Ing. Agr, Esp, Msc, cPhD.

EDITORES TECNICOS

Jhon Didier Ruiz Buitrago, MV, Msc, cPhD.
Héctor Augusto Jiménez Arboleda, Ing. Forestal, MV.

CARTAS AL EDITOR
A

Revista CES Medicina Veterinar-.)otecnia / Volumen 6 / Nimero 1 / Enero - Junio de 2011 / ISSN 1900-9607

| |
— N
lA




(Instituto Nacional de Tecnologia Agropecuaria),

COMITE CIENTIFICO

Miguel Cerezo Garcia, Lic. Biol, Ph.D, Posdoc
Universidad de Jaume I de Castellon, Espaiia.

Pablo Otero, MV, Ph.D.
Universidad de Buenos Aires, Argentina.

Mobnica G. Agnusdei, Ing. A, MsC, Ph.D. INTA

Balcarce, Argentina.

Patricio Retamal, MV, MsC, Ph.D. Pontificia
Universidad Catoélica de Chile, Chile.

Esmeralda Lon Wo Chansay, MV, Ph.D.
Instituto de Ciencia Animal (ICA), Cuba.

Juan Guillermo Maldonado, MVZ, Ph.D.
Universidad de Antioquia, Colombia.

Juan David Rodas Gonzales, MV, Ph.D.
Universidad de Antioquia, Colombia.

Rolando Barahona Rosales, Z, Ph.D.
Universidad Nacional de Colombia, Colombia.

Luis Fernando Uribe, MV, PhD.
Universidad de Caldas, Colombia.

Ruth Rebeca Bonilla Buitrago, Biol, PhD.
CORPOICA, Colombia.

| DIRECTORY OF
OPEN ACCESS

U L R
JOURNALS

PERIODICA

I C

PER&ICA

Academic OneFi|e

Informe
¢ Académico

INFDTRAES

I{INAR] ProGuest@ Rev ivec (b)

COMITE EDITORIAL

Enrico Lippi Ortolani, MV, PhD, Posdoc.
Universidad de Sao Paulo, Brasil.

Carlos Julio Marquez, I. Ag, Ph.D.
Universidad Nacional, Colombia.

Juan Gonzalo Morales Osorio, I.A, PhD.
Universidad Nacional de Colombia, Colombia.

Maria Solange Sanchez, I.A, PhD.
Grupo Nutresa, Colombia.

Paul W. Paré, B.A. en Ch, PhD. Posdoc.
Universidad de Texas Tech, USA.

Aurora Romero Tejeda, MV, PhD.

Instituto de enfermedades infecciosas de Legnaro, Italia.

Guillermo Gervasini, MV, PhD.
Universidad de Extremadura, Espana.

LS DIRECTORY™

WASHINGTON STATE

4> Dialnet Qo

World Class. Face to Face.

Publindex

Indexacion - Homologacion

[ .,1_1['[-'_1| ['ll'_.‘['|.'l|| 28

latindex




INSTRUCCIONES PARA LOS AUTORES

Publicar en espaiiol
publicar en inglés y portugués

MAESTRIA EN PEQUENAS ESPECIES ANIMALES

http://www.ces.edu.co/Nuevo Posgrados Maestrias.aspx

EDUCACION CONTINUA

http://www.ces.edu.co/Nuevo EContinuada Veterinaria.aspx

Revista CES Medicina Veterinaria IZootecnia / Volumen 6 / Nimero 1 / Enero - Junio de 2011 / ISSN 1900-9607

| ]
—
| I




CONTENIDO

ARTICULOS ORGINALES DE INVESTIGACION

21

32

Nutritional characterization and ruminal degradation kinetics of some
forages with potential for ruminants supplementation in the highland
tropics of Colombia

Caracterizacién nutricional y de la cinética de degradacion ruminal de
algunos de los recursos forrajeros con potencial para la suplementacién
de rumiantes en el trépico alto de Colombia

Juan Fernando Naranjo, Zoot, ePhD.
César A Cuartas, Zoot, cPhD.

Evaluation of canine semen that has gone through a freezing and
thawing process with different glycerol concentrations as a crioprotector

Evaluacion del semen canino, sometido a congelacion con diferentes
concentraciones de glicerol como crioprotector

Rubén Uribe Valderrama, MV, MSc.
Maria Elena Arango Rodriguez, MV.
Laura Rendén Alvarez, MV.

Carlos Mauricio Acevedo Naranjo, MV.

Effect of rotary plows on some physical properties of a clay loam soil

Efecto de los arados rotativos sobre algunas propiedades fisicas de un
suelo franco arcilloso

Samir Safar, I. Agronomo.
Hugo Gonzalez, I.A, cPhD.
Nelson Luis Cappelli, LA, PhD.

Revista CES Medicina Veterinaria IZootecnia / Volumen 6 / Nimero 1 / Enero - Junio de 2011 / ISSN 1900-9607

|
— Ol
|




ARTICULOS DE REVISION

46

55

Quantification techniques of the protein microbial synthesis in rumen:
a review

Técnicas de quantificacdao da sintese microbiana no rimen:
uma revisao

Roman David Castafieda Serrano, MVZ.
Lina Maria Pefiuela Sierra, MVZ.

Important considerations about in vitro production of equine embryos

Consideraciones importantes acerca de |la produccion in vitro de
embriones equinos

Giovanni Restrepo Betancur, MV, Zoot, MSc.
Sara Restrepo Escobar, Ing. Agrop.

CASO CLINICO

65

Toxicity with phenylbutazone in a horse: a case report

Intoxicacion con fenilbutazona en un equino: reporte de un caso

Jorge Mario Cruz Amaya, MV, PhD.
Luis Mauricio Montoya Florez MVZ.

Revista CES Medicina Veterinaria IZootecnia / Volumen 6 / Nimero 1 / Enero - Junio de 2011 / ISSN 1900-9607

| ]
— O
| I




EDITORIAL

El1 2011: ano de gran significado para nuestra profesion y Facultad

En el 2011 los médicos veterinarios zootecnistas celebramos los 250 afios del nacimiento de la profesion. También
¢ste afio la facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia cumple su primera década de vida. Ambos aniversarios son
motivo para celebrar los logros, pero mas importante es fijar ahora nuevos horizontes para nuestro programa y para
el desarrollo del sector.

En la ceremonia de lanzamiento del Afio Mundial de la Medicina Veterinaria, el doctor Bernard Vallat, Director
General de la Organizacion Mundial de Sanidad Animal (OIE), declar6: “Todo el mundo sabe que los veterinarios
son los médicos de los animales, pero pocos son conscientes de que realmente cumplen una funcién fundamental
en la prevencion y control de las enfermedades infecciosas de los animales, entre ellas, las transmisibles al hombre,
el bienestar animal, la produccion alimentaria o la inocuidad de los alimentos. Este afio es una oportunidad muy
especial para rendir homenaje a la contribucion cotidiana de los veterinarios a la sociedad civil que representa un
bien publico mundial”.

Menciono dos hechos que sin duda alguna se convierten en retos grandes para que nuestra profesion avance con la
celeridad que la humanidad lo exige. La Organizacion de las Naciones Unidas para la Agricultura y la Alimentacion
(FAO) estima que unas 920 millones de personas en el mundo sufren de hambre y desnutricion, un 13,2% de la
poblacion mundial. Un segundo hecho, no menos importante, es que el 60% de las epidemias humanas son causadas
por patdgenos que se encuentran en los animales.

La falta de médicos veterinarios zootecnistas en el mundo es un importante factor restrictivo para la seguridad e
inocuidad alimentaria mundial y como Universidad tenemos el gran reto de aportar con profesionales de alta calidad,
que ayuden a reducir la brecha socioecondémica de la poblacién rural, a que se disminuyan los niveles de pobreza y
hambre, a realizar investigaciones epidemioldgicas exhaustivas que ayuden a evitar nuevas epidemias en el ambito
mundial.

Desde nuestra Facultad rendimos un homenaje a todos los profesionales que en su vida diaria realizan un trabajo
ético, honesto y que hacen que la medicina veterinaria y la zootecnia sean profesiones dignas e influyentes en el
desarrollo socioecondémico del pais.

Santiago Henao Villegas
Decano de la facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia
Universidad CES
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EDITORIAL

2011: A year of great significance for our profession and Faculty

In 2011, we animal husbandry veterinary physicians celebrate 250 years of the birth of the profession. Also this year
the Faculty of Veterinary Medicine and Animal Husbandry reaches its first decade of life. Both anniversaries are
motivation to celebrate the accomplishments, but more importantly focus on new horizons for our program and the
development of this field.

At the opening ceremony to the World Veterinary Year, Dr. Bernard Vallat, Director General of the World
Organization for Animal Health (OIE), stated: “Everybody knows that veterinarians are the physicians of animals,
but few are aware that they play a fundamental role in the prevention and control of infectious diseases in animals,
including those that are transmissible to humans, animal welfare, food production and food safety. This year is a
special opportunity to pay tribute to the daily contribution of veterinarians to civil society that represents a global
public good.

I would like to mention two facts that without a doubt are becoming important challenges for our profession to
advance with the swiftness that humanity demands. The Food and Agriculture Organization (FAO) of the United
Nations estimates that approximately 920 million people in the world suffer from hunger and malnutrition, 13.2% of
the world population. A second fact, of no less importance, is that 60% of human epidemics are caused by pathogens
that are found in animals.

The lack of animal husbandry veterinary physicians in the world is an important limiting factor to the security and
safety of world food supplies and as a University we are faced with the great challenge of providing high quality
professionals, in order to help to reduce the socioeconomic breach of rural populations, in order to decrease the
levels of poverty and hunger, to perform exhaustive epidemiological research that will help avoid new epidemics on
a global scale.

From our Faculty we pay tribute to all those professionals that in their daily lives perform ethical, honest work
and who ensure that veterinary medicine and animal husbandry are dignified and influential professions in
socioeconomic development.

Santiago Henao Villegas
Dean of faculty of Veterinary and Zootechnic
Universidad CES
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Abstract

The aim of this study was to characterize the nutritional quality of nine forage resources: Comfrey (Symphytum
peregrinum), White Mulberry (Morus alba), Sleeping Hibiscus (Malvaviscus penduliflorus), Nacedero (Trichanthera
gigantea), tree marigold (7ithonia diversifolia Hemsl.) Gray, Ramie (Boehmeria nivea L.) Gaud, Arboloco (Montanoa
quadrangularis Bipontinus Schultz), Chachafruto (Erythrina edulis Triana ex Michelle) and Andean Alder (A/nus
acuminata Kunth), with potential for inclusion in strategic supplementation programs in the highland tropics of
Colombia. The forages that showed the highest levels of PC were Comfrey (28,42%), Chachafruto (26,52%), Arboloco
(26,35%) and those that showed the lowest were the Sleeping Hibiscus (15,92%) and Andean Alder (16,88%). The

*Para citar este articulo: Naranjo JF, Cuartas CA. 2011. Caracterizacion nutricional y de la cinética de degradacion ruminal de algunos
de los recursos forrajeros con potencial para la suplementacion de rumiantes en el tropico alto de Colombia. Rev CES Med Vet Zootec.
Vol 6 (1): 9-19
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lowest NDF contents were presented by White Mulberry (33,55%) and Andean Alder (35,79%) while the highest were
observed for Chachafruto (49,64%) and Ramie (48,54%). The nutrient content of forages evaluated can be included in
supplementation programs, due to they can enhance the energy density of the diet and may increase dry matter intake.

Key Words

Degradation, nutrition, rumen, supplementation, tropics.

Resumen

El objetivo de este estudio fue caracterizar la calidad nutricional de nueve recursos forrajeros: Consuelda
(Symphytum peregrinum), Morera (Morus alba), San Joaquin (Malvaviscus penduliflorus), Nacedero (Trichanthera
gigantea), Boton de oro (Tithonia diversifolia Hemsl. Gray), Ramio (Boehmeria nivea L. Gaud, Arboloco (Montanoa
quadrangularis Bipontinus Schultz), Chachafruto (Erythrina edulis Triana ex Michelle) y Aliso (Alnus acuminata
Kunth), con potencial para su inclusion en los programas de suplementacion estratégica en el tropico de altura
en Colombia. Los forrajes que mostraron los mayores niveles de Proteina Cruda (PC) fueron Confrey (28,42),
Chachafruto (26,52%), Arboloco (26,35%) y lo que mostraron los mas bajos fueron San Joaquin (15,92%) y Aliso
(16,88%). Los contenidos mas bajos de Fibra en Detergente Neutro (FDN) los presentaron Morera (33,55%) y Aliso
(35,79%), mientras que los mas altas se observaron para Chachafruto (49,64%) y Ramio (48,54%). Los contenidos
de nutrientes de los forrajes evaluados pueden incluirse en planes de suplementacion ya que mejoran la densidad
energética de la dieta y podrian incrementar el consumo de materia seca.

Palabras Clave

Degradacion, nutricion, rumen, suplementacion, tropico.

Resumo

O objetivo deste estudo foi caracterizar a qualidade nutricional de nove recursos forrageiros: Confrei (Symphytum
peregrinum), amoreira (Morus alba), San Joaquin (Malvaviscus penduliflorus), Nacedero (Trichanthera gigantea),
Boton de oro (Tithonia diversifolia Hemsl. Gray), rami (Boehmeria nivea L. Gaud), Arboloco (Montanoa
quadrangularis Bipontinus Schultz), chachafruto (Erythrina edulis Triana ex Michelle) e Amieiros (Alnus acuminata
Kunth), com potencial para sua inclusdo em programas de suplementagao estratégica nas regioes tropicais de altitude
da Colombia. As forrageiras que apresentaram os maiores niveis de PC foram Confrei (28,42%), Chachafruto
(26,52%), Arboloco (26,35%) e as que mostraram os menores niveis foram a San Joaquin (15,92%) e Amieiros
(16,88%). Os menores teores de FDN estavam na Amoreira (33,55%) e Amieiros (35,79%), enquanto os mais altos
foram observados para Chachafruto (49,64%) e Rami (48,54%). Os contetidos de nutrientes das forrageiras avaliadas
foram incluidos nos planos de suplementacao ja que aumentam a densidade energética da dieta e podem aumentar a
ingestao de matéria seca.

Palabras Clave

Degradacgdo, nutri¢do, rumen, suplementagdo, tropicos.
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Introduccion

El factor més importante que influye en la respuesta de la
produccion de un animal es la cantidad total de nutrientes
absorbidos. Por tanto, el consumo y la digestibilidad son
pardmetros clave en cualquier sistema de evaluacion de
alimentos®’. La digestibilidad y utilizacion de nutrientes
son, en este sentido, una descripcion cualitativa del
consumo neto de alimentos?’. Adicional a la composicion
quimica, se han desarrollado varios métodos para
caracterizar los recursos alimenticios en términos
de su digestibilidad. Dichos métodos comprenden
procedimientos in vivo, in situ € in vitro. Las mediciones
in vivo proporcionan una medicion estandar de la
digestibilidad ya que representan la respuesta del animal
a la dieta actual.

Con el proposito de reducir las dificultades en las rutinas
de laboratorio y de mejorar la precision de las pruebas,
en los ultimos afios se han desarrollado un importante
nimero de pruebas in vitro e in situ (digestibilidad
enzimatica, producciéon de gas y la técnica de las
bolsas suspendidas en rumen) que permiten estimar la
digestibilidad y la dindmica de la degradacion ruminal de
las fracciones nutricionales de los alimentos, con el fin
de estudiar la variacion en las respuestas ante cambios en
las condiciones ruminales’®.

La interpretacion de la cinética de degradacion de los
alimentos para rumiantes ha tomado especial importancia
en los sistemas de suplementacion y un ejemplo
especifico es el caso de la proteina. Para hacer un uso
adecuado de los sistemas de suplementacion proteica,
es necesario tener informacion acerca de la degradacion
ruminal de la proteina presente tanto en el forraje
como en el suplemento. Los sistemas propuestos para
calcular los requerimientos de proteina para rumiantes
han reconocido la importancia de la degradacion de
la proteina en el rumen, como el principal factor que
determina la cantidad de proteina que se absorbe en el
intestino delgado %’

La calidad nutritiva de los forrajes influye
significativamente en la produccion animal bajo pastoreo
de tal manera que los intentos para caracterizar todos

los recursos que componen la dieta de los bovinos en el
tropico alto son de vital importancia para un adecuado
ajuste de los planes de alimentacion.

La utilizacion de alimentos concentrados en los sistemas
de produccioén ganadera en el tropico de altura (clima
frio) en Colombia es una practica frecuente y en muchos
casos indispensable dados los altos requerimientos
nutricionales de los animales. El empleo de estos
suplementos aumenta en gran medida los costos de
produccion y pueden generar disfunciones digestivas
bajo condiciones intensivas de utilizacion.

La propuesta de incluir forrajeras en las dietas de
ganaderias de tropico alto busca la reduccion de los
costos de produccion, la incidencia de enfermedades
metabolicas asi como el incremento del desempefio
productivo y reproductivo del animal.

Para considerar la inclusion de forrajes en dietas de
rumiantes, es necesario conocer el valor nutricional
y la calidad de los forrajes, el valor nutricional puede
expresarse en términos de su composicion quimica
(concentracion de nutrientes); y la calidad estard
determinada por las digestibilidad, la naturaleza de los
productos y la cinética de digestion que se espera sea
expresada en consumo efectivo por los animales?®.
Siguiendo estas consideraciones este trabajo se dirigio
para dar cuenta de algunas caracteristicas nutricionales
y de calidad de forrajes que segiin su disponibilidad
podrian ser incluidos en dietas de vacas lecheras.

Enelpresente estudio se caracterizaron nutricionalmente

nueve recursos forrajeros promisorios: Confrey
(Symphytum peregrinum), especie rastrera utilizada
principalmente en la alimentacion alternativa de
conejos; Morera (Morus alba), es una especie arbustiva
ampliamente empleada en el mundo para la alimentacion
de humanos y animales de todo tipo, por su gran valor
nutricional; San Joaquin (Malvaviscus penduliflorus)
arbustiva de uso principalmente ornamental; Nacedero
(Trichanthera gigantea), arbustiva de uso comun en
alimentacion de rumiantes y monogastricos; Boton de Oro
(Tithonia diversifolia Hemsl. Gray), especie arbustiva

utilizada en alimentacion de rumiantes y en apicultura
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por sus propiedades como melifera; Ramio (Boehmeria
nivea (L.) Gaud.), especie de porte bajo, utilizada
principalmente en alimentacion de cerdos; Arboloco
(Montanoa quadrangularis Schultz Bipontinus), especie
arborea nativa (distribuida por todos los andes en el
tropico) usada en restauracion ecoldgica, artesanias y
construcciones; Chachafruto (Erythrina edulis Triana
ex Michelle), arborea leguminosa uso tradicional en
la alimentacion campesina y Aliso (Alnus acuminata
Kunth), arborea de la familia Betulaceae fijadora de
nitrégeno mediante la simbiosis con bacterias del género
Frankia, utilizada como maderable y en procesos de
restauracion ecoldgica por su amplia adaptacion al

tropico de altura.

Materiales y métodos

Ubicacion

Los recursos forrajeros evaluados fueron colectados
de un banco mixto de forrajes con varios afos de
establecimiento, ubicados en el predio “Cien afios de
soledad” ubicada en la vereda el Tablazo, Municipio
de Rionegro. El lugar de recoleccion presenta una
altitud de 2450 m, temperatura promedio anual de
18 °C, precipitacion promedia anual de 3150 mm. Segtin
Holdridge (1967)!7, la zona ecologica es bmh-MB
(bosque muy htimedo montano bajo).

Muestras

Para cada una de las especies caracterizadas, se
obtuvieron diferentes muestras correspondientes a
diferentes alturas de la planta —la porcién evaluada
en todos los casos, fue el foliolo con el peciolo—. El
material vegetal colectado se seco en una estufa de aire
forzado a 60 °C (aproximadamente 48 horas) y se moli

con criba de 1 mm!# 23 4,

El material seco y molido
constituy6 la muestra para la realizacion de los diferentes

analisis.

Para las pruebas de degradabilidad se realizaron en
el centro de produccion agropecuaria Paysandu (de
propiedad de la Universidad Nacional de Colombia,
Sede Medellin) se emplearon dos vacas secas de la

raza Holstein de aproximadamente 650 kg, que se
encontraban canuladas al rumen, con todos los permisos
requeridos para su utilizacion como individuos de
experimentacion animal. Los animales fueron revisados
porun médico veterinario, encontrando a que los animales
no presentaban signos estado de salud. Las vacas se
encontraban pastoreando pasto kikuyo (Pennisetum
clandestinum) durante todo el tiempo de la prueba.

Meétodos

Para la determinacion de la degradabilidad se utiliz6 la
metodologia propuesta por @rskov (2000)*/ con nueve
tiempos de incubacién en el rumen: 0, 3, 6, 12, 24, 36,
48, 72 y 96 horas, utilizando 4 repeticiones por cada
tiempo. La introduccion de bolsas en el rumen se realizo
de forma invertida, es decir, las bolsas se sacaron al
mismo tiempo y se lavaron simultdineamente de acuerdo
a las recomendaciones hechas por Nocek (1987)%%. Todos
los por menores pertinentes a la técnica se ejecutaron de
acuerdo a los procedimientos descritos por el laboratorio
del grupo Biotecnologia Ruminal (BIORUM) de la
Universidad Nacional de Colombia, Sede Medellin %.

Para cada tiempo de incubacién se contd con cuatro
bolsas de nylon (ANKOM Co, Faiport, NY, USA) de
dimensién interna: 5 X 9 cm con tamafio de poro de
53 um. En cada bolsa se depositaron cinco gramos del
material. Las bolsas se secaron en estufa de aire forzado
a 65 °C y posteriormente se utilizaron los residuos para
realizar las determinaciones de MS.

La estimacion de la FDN y la FDA se realizdo en un
digestor ANKOM® 200 (ANKOM Co, Faiport, NY,
USA) segun las metodologias propuestas por Van Soest
(1994) # y Van Soest y Robertson (1985) %4, y siguiendo
los procedimientos sugeridos por el Laboratorio de
Biotecnologia Ruminal (BIORUM) de la Universidad
Nacional de Colombia, Sede Medellin 4 en donde
también fueron llevadas a cabo dichas pruebas.

Las determinaciones de PC fueron realizadas en el
laboratorio de suelos de la Universidad Nacional de
Colombia, Sede Medellin; de acuerdo al método de
Kjeldahl (2002) 3.

‘ [ 12 ] Revista CES Medicina Veterinaria y Zootecnia / Volumen 6 / Nimero 1 / Enero - Junio de 2011 / ISSN 1900-9607
- ‘ .




Analisis

Para estimar los parametros de la cinética de degradacion
ruminal se utilizé el modelo matematico de Mitscherlich
I’ modificado, teniendo en cuenta que es un modelo que
recoge las caracteristicas apropiadas para describir este
tipo de procesos bioldgicos 3.

Donde, D es la fraccion degradada en el tiempo ¢ de
incubacidn, a el intercepto con el eje Y en =0 y representa
la fraccion soluble o el sustrato rapidamente degradable,
b representa el sustrato potencialmente degradable,
kd es la constante de la cinética de degradacion y ¢
es el punto de inflexion. Este modelo se diferencia de
otros modelos utilizados para hacer la caracterizacion
de los parametros de la cinética ruminal por incluir
un pardmetro adicional, que segin Solano y Vargas
(1997)*° representa el punto de inflexion del modelo,
es decir, el tiempo en el que comienza el crecimiento
exponencial de la curva de degradacién y que en otros
modelos se asume como periodo pre-fermentativo (lag).

La estimacion de los parametros de cinética ruminal del
modelo se realizé mediante el procedimiento SOLVER
de Microsoft EXCEL® 2000 segtn el protocolo descrito
por Correa (2004) ¢ para lo cual se utilizo el programa
EXCEL de Microsoft Office®.

Los datos fueron ajustados por regresiones no lineales
mediante del procedimiento PROC NLIN iterando
por el método de Marquardt con ayuda del programa

estadistico SAS System Version 8 (1999)
Resultados

La composicidon quimica de los forrajes tropicales esta
fuertemente afectada por las condiciones ambientales
y por la calidad de los suelos (fundamentalmente
deficientes en nitrogeno) > 2 3¢, También afectan la
calidad nutritiva, los altos contenidos de pared celular y
los bajos de carbohidratos solubles 3 2% 25,

En general, las gramineas tropicales se caracterizan por
un alto contenido de carbohidratos estructurales, bajos

contenidos de carbohidratos solubles y proteina total
inferioral 7% 7 % 3. Los valores de digestibilidad no suele
superar el 55%% #
indican que los recursos evaluados estan en un rango de
PC entre 15,92% (San Joaquin) y 28,42% (Conftrey), los
valores de FDN se presentaron entre 33,55% (Morera) y
49,64% (Chachafruto) (Tabla 1).

. Los resultados del presente estudio

En la tabla 1 se presentan las caracteristicas evaluadas de
la composicion quimica de los forrajes.

Tabla 1. Composicion quimica de los recursos
forrajeros evaluados en porcentaje (%) de la Materia
Seca (MS), Proteina Cruda (PC), Fibra en Detergente

Neutro (FDN), Fibra en Detergente Acido (FDA).

Forraje MS PC FDN FDA
A. acuminata 23,6 16,88 35,79 31,06
M. quadrangularis 23,3 26,25 43,95 33,68
T. diversifolia 19,1 24,13 38,62 34,48
E. edulis 18,4 26,52 49,64 32,18
S. peregrinum 17,3 28,42 42,05 39,28
M. alba 24,6 24,77 33,55 32,7
T. gigantea 20,1 21,2 43,66 41,66
B. nivea 18,2 24,42 48,54 45,39
M. penduliflorus 19,5 15,92 43,78 24,58

Se ha sugerido que las especies forrajeras potencialmente
utilizables para suplementar animales en el tropico deben
contener niveles de proteina entre 15-30% (en base seca)
27, 32, 36. Los contenidos de proteina de los forrajes
evaluados se encuentran en el rango sugerido.

Se reconoce que es posible mejorar el consumo

de nutrientes en los animales, incrementando la

digestibilidad de las fracciones potencialmente
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digestibles o la velocidad de paso de las fracciones no
digeribles en rumen® ¥ °, pero estas estrategias deben
desarrollarse conociendo muy bien la cinética de los
forrajes en su transito por el tracto digestivo de los

animales. En este estudio se describen los parametros
mas importantes de la cinética de degradacion nutricional
(en porcentaje de la MS) (Tabla 2).

Tabla 2. Parametros de la cinética de degradacion ruminal en porcentaje (%) de la MS,

la PC y la FDN estimados a partir del modelo matematico de Mitscherlich I modificado.

Forraje SM PC FDN
a B Kd tC a b kd ¢ b kd C
A. acuminata 23,71 24,71 0,06 2,59 0,00 32,31 0,05 2,28 0,00 20,17 0,09 26,45
M. quadrangularis 27,07 45,778 0,13 3,51 34,02 51,98 0,12 3,71 8,86 68,21 0,11 2,67
T. diversifolia 31,97 45,58 0,25 10,07 35,60 58,82 0,24 8,09 3,97 81,46 0,22 8,10
E. edulis 21,13 35,20 0,04 0,76 4091 38,13 0,03 0,72 5,60 43,94 0,05 1,06
S. peregrinum 30,05 41,20 0,07 2,12 43,58 38,07 0,11 8,85 22,51 53,79 0,09 4,32
M. alba 33,32 51,55 0,09 1,74 35,86 61,12 0,10 2,47 6,23 83,72 0,07 0,80
T. gigantea 35,24 48,06 0,07 2,68 21,20 77,80 0,07 3,30 21,43 51,33 0,07 3,12
B. nivea 36,11 44,35 0,13 2,62 40,46 56,96 0,17 491 3291 5796 0,17 7,32
M. penduliflorus 11,62 65,73 0,08 1,23 1,33 9494 0,07 1,09 13,36 69,37 0,07 1,59
a = Fraccion soluble ; b = Fraccion degradable;
kd = Tasa de degradacion (%/hora) ¢ = Tasa de pasaje (%/hora)
Discusidn la alimentacion en sistemas de lecheria especializada.

Juarez y Pell (1999) /8 determinaron la composicion
nutricional de 15 gramineas tropicales, encontrando en
promedio 8% de PC y 70,2% de FDN. estos resultados
sugieren que los forrajes evaluados en cuanto a su
composicion quimica, podrian ser considerados como
recursos potencialmente utilizables en la suplementacion
de rumiantes en el trépico. En relacion al contenido de
MS es muy superior a lo reportado para el pasto Kikuyo
(Pennisetum clandestinum) (11,95%)", que es la base de

Este aspecto tiene importantes implicaciones desde el
punto de vista nutricional y alimenticio, ya que en la
medida que se aumenta el contenido de MS, se aumenta
la densidad de los nutrientes.

Los contenidos de FDN de los forrajes evaluados
estuvieron por debajo de 50%, sugiriendo su posibilidad
para ser incluidos en planes de suplementacion de
vacas lecheras y favoreciendo el consumo de materia
seca’”?4_El contenido de FDN se relaciona positivamente
con el llenado del rumen y con la densidad del forraje,
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es decir, limita el consumo. Ademas los contenidos de
FDN afecta la disponibilidad de energia ”> /- %°,

Para estimar los contenidos energéticos de los forrajes
se usa frecuentemente el contenido de FDA % ?°, Los
valores encontrados en este estudio oscilan entre 24,58
y 45,39%. Estos resultados sugieren que las dietas
de los animales que se suplementen con ellos pueden
incrementar sus contenidos energéticos, ya que la FDA
estd altamente correlacionada con la digestibilidad de la
materia seca 4.

Shayo y Udén (1999) 37 evaluaron gran variedad de
forrajes tropicales, entre ellos Boton de Oro, Chachafruto
y Nacedero, para los cuales reportaron valores de PC
de 18,6; 26,7 y 25,3% y FDN de 55,1; 65,5 y 54,8%,
respectivamente. En este trabajo los valores reportados
para PC de los mismos forrajes son semejantes.
Sin embargo, los resultados de FDN son diferentes,
reportandose en este trabajo valores inferiores. Diferentes
estudios han ratificado que los contenidos de FDN de los
forrajes, estan afectados significativamente por la edad
de cosecha de las plantas® 4.

Enlos resultados obtenidos de la prueba de degradabilidad
se observd que seis especies (Nacedero, Ramio,
Arboloco, Boton de Oro, Morera, Confrey y San Joaquin)
alcanzaron una degradabilidad de la MS superior al 70%,
estos valores sugieren la posibilidad de utilizarlos para
suplementacion de rumiantes en tropico alto, aunque
las estrategias de utilizacion para cada recurso tengan
particularidades a tener en cuenta. Para esta fraccion
las especies arboreas Aliso y Chachafruto presentaron
valores muy bajos de degradabilidad (cercanos al 50%)
lo que les limita sus posibilidades de utilizacién. Aunque
se encuentran reportes de gramineas en tropico alto con
degradabilidad superior al 70%, los recursos forrajeros
utilizados en este estudio podrian generar efectos
sustitutivos parciales sobre el consumo de forrajes de
madurez avanzada o residuos fibrosos por los aumentos
en la densidad energética de la dieta?’.

La informacién sobre la cinética de la degradabilidad
de estos recursos es bastante escasa, y en algunos casos
inexistentes en la literatura cientifica. M. alba es uno

de los recursos de este tipo mas utilizados y evaluados
en la alimentacion de rumiantes. Lara y Lara (1998) %
evaluaron la cinética de la degradacion ruminal de la MS
delaMorerase encontré parala fracciona 35,7%; fraccion
b 64,0%; Kd 0,062; degradabildad potencial (DP) 99,7%
y degradabilidad efectiva (DE) 74,6% (Kp=0,04). En
el presente trabajo se encontr6 para fraccion a 33,32%;
fraccion b 51,55%; Kd 0,09; DP 84,87% (Kp=0,04).

En otro trabajo Flores et al. (1998) /4 evaluaron los
pardmetros nutricionales de algunas arboreas leguminosas
y no leguminosas con potencial para suplementacion de
rumiantes en el tropico. En dicho trabajo se reportaron
los siguientes valores: para la MS una fraccion a 38,63%;
49,55%Yy 59,24%; Kd 0,063;0,179y0,332; Digestibilidad
ruminal in situ de la materia seca (DRISMS) a las 96
horas de 87,32%; 87,5% y 88,97% para Nacedero, San
Joaquin y Morera, respectivamente. En este estudio se
encontro para los mismos forrajes una fraccion a 35,24%;
11,62% vy 33,32%; Kd 0,07; 0,08 y 0,09; DRISMS a las
96 horas de 82,29%; 77,40% y 81,35%. Es evidente la
enorme diferencia que se presenta en ambos trabajos,
existen multiples factores que afectan este tipo de
determinaciones entre las que se pueden contar el modelo
matematico para determinar los parametros de la cinética
ruminal, las fuentes de variacion intrinsecas de la técnica
y los factores asociados al material utilizado.

Los resultados mas bajos en cuanto a la cinética de
degradacion de la MS se expresaron en los recursos
arboreos Aliso y Chachafruto, lo cual probablemente se
debiod a que las muestras seleccionadas se obtuvieron de
arboles que no se encontraban bajo corte, y por lo tanto
presentaban grados de lignificacion superiores a los
encontrados en arboreas utilizadas frecuentemente y por
tanto expuestas a una renovacion constante de su follaje.
A pesar que son numerosos los reportes de inclusion del
aliso en arreglos agroforestales, a nuestro conocimiento,
este es el primer trabajo que reporta la composicion
quimica y de cinética ruminal de este recurso.

En el caso del Chachafruto también es escasa la
informacion en nutricion de rumiante ya que generalmente
en alimentacion animal se han utilizado principalmente
sus frutos. Los resultados obtenidos en este trabajo son
importantes ya que generan un punto de partida para tomar
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decisiones o adelantar estudios de evaluacion posteriores,
en corroborar la calidad nutricional favorable que tienen
estos recursos, con los parametros de desempefio animal.
Con respecto al Arboloco, a pesar que el material fue
obtenido igualmente de arboreas que no se encontraban
bajo corte, los resultados de la cinética ruminal (a 22,07;
b 45,78 y Kd 0,13) y de su composicion nutricional (PC
26,25% FDN 43,95%) sugieren que este recurso podria
ser evaluado en pruebas de alimentacion que involucren
mediciones en términos de produccion animal.

Numerosos factores afectan la proporcion de PC
degradada en el rumen en relacion y contenida en los
alimentos. Las dos consideraciones mas importantes de
la quimica de la PC dietética son: 1) las concentraciones
proporcionales de nitrogeno no protéico (NNP) y la
proteina verdadera (PV), y 2) las caracteristicas fisicas
y quimicas de la proteina que comprende la fraccion de
proteina verdadera del alimento °7 %%,

Algunas caracteristicas de las proteinas muestran la
contribucion de la estructura tridimensional en las
diferentes Kd’s que pueden presentar, las diferencias
en los enlaces intra e inter-moleculares, las barreras
inertes como las paredes celulares y los factores
antinutricionales. Las diferencias entre la estructura
tridimensional de los enlaces quimicos que ocurren entre
moléculas de proteina y entre proteinas y carbohidratos
también son factores que afectan la degradacion de las
proteinas. Los resultados de este estudio permiten inferir
que los contenidos de PC de los forrajes se refieren
en gran proporcion a proteina verdadera, ademas,
¢sta no presenta limitantes fisico-quimicas para los
microorganismos ruminales que limiten su degradacion.
Quedan en este estudio interrogantes en cuanto al balance
energia-proteina que se daria en el animal, dado que no
se conocen los contenidos de carbohidratos solubles ni
de extracto libre de N de los recursos utilizados, por tal
motivo se debe tener cierto cuidado con la interpretacion
de estos resultados.

La prueba de degradabilidad de la FDN presento el
mismo comportamiento de la MS; sin embargo, es
importante mencionar que estos forrajes (Nacedero,
Ramio, Arboloco, Boton de Oro, Morera y San Joaquin)
ademas de presentar bajos niveles de FDN, presentan

una degradabilidad de ésta superior al 70%. Este
hecho contrasta con lo que sucede con la con la gran
mayoria de las gramineas tropicales que no alcanzan
degradabilidades de la FDN superiores al 60% 6,35, los
recursos evaluados en este trabajo mostraron una mayor
degradacion de esta fraccion.

Los resultados de la degradabilidad de la PC permiten
decir que todos los forrajes a excepcion del aliso, se
degradan rapidamente y en gran magnitud en el rumen. El
tipo de proteina de estos recursos pareciera no representar
obstaculos limitantes a los microorganismos ruminales
para efectuar sus labores degradativas, por esta razon se
podria explicar parte del proceso. El Aliso demuestra en
esta fraccion sus caracteristicas recalcitrantes al ofrecer
muchas limitaciones para poder ser degradado.

El conocimiento de la cinética de la degradacion ruminal
de las proteinas de los alimentos es fundamental para
formular dietas que contengan cantidades adecuadas
de proteina degradable en rumen (PDR) para los
microorganismos y proteina degradable en rumen
(PNDR) para el animal 29. La concentracion de NNP
y PV, y las caracteristicas fisicas y quimicas de la PV
son factores que afectan la cantidad de PDR29. De
esta manera las diferencias encontradas en la Kd son
debidas a las caracteristicas propias de cada uno de los
forrajes evaluados asi como de las estructuras y uniones
moleculares, los contenidos de pared celular que actian
como barrera en el proceso degradativo y factores
antinutricionales que eventualmente puedan contener los
alimentos. El aporte relevante que hace este estudio, es
generar informacion necesaria para incluir este tipo de
forrajes en programas de alimentacion.

La generacion de informacion sobre recursos alternativos
de alimentacién no va dirigida solamente a los pequefios
productores como es frecuente en este tipo de trabajos,
dado que se conocen resultados satisfactorios en grandes
ganaderias que han adoptado este tipo de practicas
alimenticias. Pretende en cambio, hacer una contribuciéon
importante en la caracterizacion nutricional de recursos
potencialmente utilizables en el tropico alto; puesto que
usualmente la generacion de conocimiento en este campo
se ha desarrollado evaluando recursos alimenticios en
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tropico medio y bajo, donde existe una mayor diversidad
de especies frecuentemente utilizadas. Sin embargo,
en el tropico alto no es muy comun la introduccion de
forrajeras en la suplementacion ganadera, aunque se
cuente con una variedad importante de especies que
pueden ser potencialmente utilizables.

Los contenidos de nutrientes de los forrajes evaluados
en este estudio superan en contenido de MS, menores
en FDN y FDA al pasto Kikuyo que es la base de la
alimentacion en este tipo de sistemas de produccion;
estas caracteristicas sugieren que pueden incluirse en
planes de suplementacion ya que mejoran la densidad
energética de la dieta y podrian incrementar el consumo
de materia seca.

Los parametros estimados de la cinética ruminal de
los forrajes evaluados permitird que éstos puedan ser
incluidos en planes de alimentaciéon que requieran
incorporar los valores energéticos de los alimentos y la
energia disponible para el animal de este tipo de recursos
alimenticios.
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Abstract

The study of biotechnology used in canines for reproductive purposes, is a of the principal research study points to
the area of Veterinary Medicine in last years?. In the objective to evaluate the effect of three different concentrations
of glycerol on canine semen, to subjected cryo-preservation process, were obtained using manual manipulation, 12
semen samples of male Labrador clinically healthy and subject to the same driving conditions. Each sample was
divided in four treatments (T1: control, T2: 4%, T3: T4 6% and 8% glycerol), to which they evaluated the volume,
pH, motility, concentration, morphology and vitality, respectively. Then in the analysis were determined after thawing
seminal differences and its relationship to the concentration of cryoprotectant. From the results obtained in this
project are significant differences between the variables morphology, mortality and concentration, also established
that T2 (4% glycerol) and T3 (6% glycerol) provide better results for freezing semen canines.

Key words

Canine semen, cryopreservation, glycerol, seminal viability.
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Resumen

El estudio de las biotecnologias usadas con fines reproductivos en caninos, constituye uno de los principales
puntos de estudio investigativo para el campo de la Medicina Veterinaria y la Zootecnia en los ultimos afios %%, Con
el objetivo de evaluar el efecto de tres diferentes concentraciones de glicerol sobre el semen canino sometido a
procesos de criopreservacion, se obtuvieron por medio de manipulacion manual, 12 muestras seminales de machos
de la raza labrador, clinicamente sanos y sometidos a las mismas condiciones de manejo. Cada muestra se dividio
en cuatro tratamientos (T1: control, T2: 4%, T3: 6% y T4: 8% de glicerol); a los cuales se les evalud el volumen,
pH, movilidad, concentracion, morfologia y vitalidad, respectivamente. Luego en el andlisis pos descongelacion
se determinaron las diferencias seminales y se establecié su relacion con la concentracion del crioprotector. De
los resultados obtenidos en este proyecto se encontraron diferencias significativas entre las variables morfologia,
mortalidad y concentracion, igualmente se estableci6 que los tratamientos T2 (4% de glicerol) y T3 (6% de glicerol)
presentaron mejores resultados para la congelacion de semen en caninos.

Palabras clave

Criopreservacion, glicerol, semen canino, viabilidad seminal.

Resumo

O estudo da biotecnologia utilizada em caes para fins reprodutivos constitui um dos principais pontos de pesquisa
para o campo da medicina veterinaria e zootecnia nos tltimos anos?®. Com o objetivo de se avaliar o efeito de trés
diferentes concentragdes de glicerol sobre s€émen canino submetidos a processos crioconservagao, foram obtidas
por meio de manipulacdo manual 12 amostras de sémen de Labrador macho, clinicamente saudaveis e submetidas
as mesmas condi¢des de manejo. Cada amostra foi dividida em quatro tratamentos (T1: controle, T2: 4%, T3: 6%
e T4: 8% de glicerol), os quais foram avaliados quanto ao volume, pH, mobilidade, concentra¢do, morfologia e
vitalidade, respectivamente. Nas analises pos descongelamento foram determinadas as diferengas entre os semens
e se estabeleceu uma relacdo com a concentracdo do crioprotetor. A partir dos resultados obtidos neste trabalho
foram encontradas diferengas significativas entre a variavel morfologia, mortalidade e concentracao e também ficou
estabelecido que T2 (4% de glicerol) e T3 (6% de glicerol) apresentaram os melhores resultados para o congelamento
de sémen em caninos.

Palavras-chave

Crioconservagao, glicerol, sémen canino, viabilidade seminal.
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Introduccion

La conservacion de gametos de caninos genéticamente
valiosos es uno de los puntos importantes en
biotecnologia animal’®. Por esto el desarrollo de
técnicas de criopreservacion espermatica exitosas se
convierten en un aspecto crucial para investigaciones
en reproduccion de pequefias especies. Durante los
procesos de congelacion y descongelacion del semen,
las células se exponen a un medio hiperosmético lo que
genera cambios morfologicos en éstas. Al exponerse
las células a este medio hiperosmoético se genera una
contraccion celular inicial; la cual puede revertirse
al afladir criopotectores que ingresan o recubren las
células favoreciendo la proteccion de las mismas %7,

Los crioprotectores son solutos que favorecen la
proteccion celular contra el enfriamiento extremo,
algunos penetran y otros no penetran a la célula y su
citotoxicidad depende directamente de la temperatura y
el tiempo de exposicion de las células a ellos %%,

En el grupo de los crioprotectores penetrantes, se
encuentrael glicerol, el cual esun alcohol con tres grupos
hidroxilos (C3Hs03) de alta permeabilidad 24 este es
el mas utilizado en la congelacion de semen canino, ya
que posee la capacidad de reemplazar osmoticamente
el agua intracelular antes y durante el congelamiento,
disminuyendo el punto de congelacion del agua lo
cual combinado con una lenta tasa de enfriamiento,
disminuye la formacion de cristales de hielo /823,

Los pardmetros seminales de movilidad del 70%,
morfologia del 70% de espermatozoides normales,

y espermatozoides vivos 80% 37,

deben tratar de
conservarse lo mejor posible en el semen congelado, por
tal motivo varios estudios muestran que concentraciones
entre el 2% y el 10% han sido usadas con el fin de
preservar las caracteristicas fecundantes de muestras
seminales sometidas a procesos de congelacion y
descongelaciéon. Se ha reportado que las muestras
sometidas a procesos de congelacion con glicerol al 4%

y 6% han mostrado mejores resultados. Se debe sefalar

que la primera prefiez exitosa por inseminacion artificial
con semen criopreservado utilizando glicerol, se obtuvo

al utilizar una concentracion del 8% <3 24,

La determinacion de la concentracion ideal de glicerol
como criopreservante ha sido un punto critico en el
establecimiento de protocolos de criopreservacion
seminal en caninos ® %4, Este trabajo presenta los
resultados obtenidos al comparar tres diferentes
concentraciones de glicerol (4% , 6% y 8%) en procesos
de congelaciéon y descongelacion de semen canino
utilizando un extendido a base de tris y yema de huevo.

Materiales y métodos

Animales

Se tomaron muestras seminales de 12 machos de la raza
labrador sometidos a iguales condiciones de manejo
y alimentacion, los cuales se tenian un rango de edad
entre los 1.5 - 7 anos. Se les realizé un examen fisico
completo teniendo en cuenta su historia reproductiva. De
cada eyaculado se tomo6 una fraccion que fue destinada
a cada uno de los tratamientos (T1: 4%, T2: 6%, T3:
8% y T4: Control) dando un total de 48 muestras, de
las cuales se congelaron 36, correspondientes a las
tres diferentes concentraciones de glicerol (4%, 6%,
8%) y las 12 restantes (control) se refrigeraron sin
criopreservante durante 24 horas.

Recoleccion seminal, dilucion,
evaluacion y congelacion
Todas las muestras fueron obtenidas mediante
manipulacion digital y s6lo se colecté la segunda
fraccion seminal’ 2 /%, Las muestras fueron evaluadas
al momento de tomar la muestra y las que presentaron
espermatozoides vivos mdtiles, se diluyeron
utilizando un diluyente a base de TRIS y yema de
huevo (Tabla 1).
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Tabla 1. Composicion de los diluyentes

utilizados para el proceso de congelacion

18, 20

Ingrediente Diluyente 1 Diluyente 2 Diluyente 3

4% 6% 8%

TRIS (trizma base) 3.028¢g 3.028¢g 3.028¢g

Acido citrico 1.25g 1.25g 1.25¢g
Glucosa 0.8 ¢g 0.8g 0.8g

Penicilina benzatinica 100mg 100mg 100mg
Sulfato de estreptomicina 0.1g 0.1g 0.1g
Yema de huevo 20% 20% 20%
Glicerol 4 ml 6 ml 8 ml

Agua destilada Hasta completar Hasta completar Hasta completar

100mL

100mL 100M1

Al semen se le adicion6 la primera mitad del diluyente
preparado cuando se encontraba a una temperatura entre
37 — 25 °C (posterior a la recoleccion) /- 1827, Luego fue
equilibrado durante 40 minutos hasta alcanzar una
temperatura de 15 °C /% /8 2 con una velocidad de
congelacion de 0.30 °C/min ?* 24, Posteriormente se
refriger6 durante 30 minutos llevandolo a
temperatura cercana a los 4 °C » /% con una tasa de
disminucion de temperatura de 0.37 °C/min?’. Antes de
realizar la congelacion del semen se afiadio la segunda
mitad del diluyente la cual contenia el glicerol al 4% /¢,
6% 8y 8% ?#?°, Una vez terminada la segunda dilucion,
el semen se empaco en pajillas de 0.5 mL /> /%,

una

Luego de la obtencion de la muestra, se continuo con
la evaluaciéon macroscopica del semen de la siguiente
manera: 1) el volumen colectado al momento de colecta,

2) el color por observacion, 3) el pH utilizando tiras
reactivasde orina. Posteriormente, serealizo laevaluacion
microscopica, utilizando un microscopio binocular
Olympus CX21 de contraste de fases; en esta evaluacion
se tuvieron en cuenta parametros como la motilidad
masal e individual, la concentracién espermatica por
eyaculado, y finalmente se realizaron tinciones de
eosina tinta china para evaluar la mortalidad (% de
espermatozoides muertos en el citologia seminal,
estos se tifien con la eosina) y la morfologia espermatica.
Las 48 muestras de semen fueron evaluadas, segin los
parametros de viabilidad consignados en la tabla 2 y
todas las muestras que cumplieron con dichas condiciones,
se utilizaron para la congelacion.

La congelacion del semen se realizé utilizando nitrogeno
liquido, para ello, la muestra fue colocada a 5 centimetros
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sobre el nivel del nitrogeno liquido durante 5 minutos,
hasta alcanzar una temperatura promedio de - 70 °C; y
trascurrido este tiempo se sumergio en el mismo /8 24 23,

Descongelacion y evaluacion post descongelacion

Las muestras fueron descongeladas introduciendo las
pajillas en un termo con agua a 37 °C durante un
minuto » /% 2! Se realizé la evaluacion del semen post
descongelacion y se valord el pH, la movilidad, la
vitalidad y la morfologia utilizando métodos similares a
los usados durante la evaluacion pre congelacion.

Analisis estadistico

Se utilizé para la evaluacion y analisis de las variables
movilidad, pH, mortalidad y morfologia la prueba de
Analisis de Varianza Simple (ANOVA) (p<0,05). La
prueba-F en la tabla ANOVA determindé si hubo
diferencias significativas entre los tratamientos para las
variables mencionadas. La Prueba de Rangos Multiples
y de (LSD) Fisher se utilizaron para determinar cuales
medias fueron significativamente diferentes de otras,
con una confiabilidad del 95%, y el registro de los

datos y su desarrollo se realizé en el Software estadistico

Statgraphics centurion version XV.

Tabla 2. Parametros para establecer la viabilidad

del semen para procesos de congelacion °.

Parametro

Valor de referencia

Concentracion espermatica
Movilidad

Morfologia

Anomalias primarias:

Cabeza: cabezas dobles, en pera,
ahusada, microcefalismo, sin cabeza o con
cabeza amorfa.

Pieza intermedia: cola doblada a nivel de la
pieza intermedia, pieza intermedia doble e
inclusiones citoplasmaticas

Duplicacion de pieza intermedia, cabeza o
cola.

Delgadez a nivel de cabeza, cola o pieza
intermedia

Gotas citoplasmaticas proximales

Cola: calas enrolladas

Anomalias secundarias

Cabezas o colas normales separadas;
acrosoma separado,; curvatura de la
pieza media; curvatura de la cola; gota
citoplasmatica distal

Mortalidad
Volumen
Color

Ph

> 200 millones de espermatozoides/ml
> 70% con avance progresivo
>70% de formas normales
< 10% de los espermatozoides

< 20% de los espermatozoides

<20% de los espermatozoides
Variable

Blanco a opalescente y opaco
6.3a6.7
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Resultados

En la tabla 3 se presentan las variables vitalidad,
movilidad como las de mayor importancia debido a
su resultado estadistico, sin embargo aunque no es
estadisticamente  significativa la variable formas
primarias es de importancia en los resultados de

criopreservacion de semen observados en este estudio.

Tabla 3. Variables evaluadas en las muestras
seminales luego de la descongelacion, con sus
valores absolutos y su respectivo valor p.

VariableV Valores absolutos Efecto tratamiento

(p-valor)

Ph 6,8 0,5 0,6058

Mortalidad 17% + 2% 0,0000 a

Movilidad 90% + 5% 0,0000 b

Formas normales 90 + 2% 0,1225

Anomalias primarias 4% +2% 0,0644

Anomalias secundarias 7% +3% 0,7125

Letras diferentes indica diferencias estadisticamente
significativas entre las variables evaluadas p<0,05,

con un nivel de confianza de 95%.

Para la variable mortalidad se obtuvo un valor menor de
0,05, ensenando que existen diferencias estadisticamente
significativas (Figura 1), sin embargo la prueba de Fisher
indica que hay no se encontraron diferencias entre los
grupos control, T1 y T2, pero hallandose diferencias con
el grupo de precongelacion y el T3. Segun los resultados
obtenidos se puede decir que para este trabajo el porcentaje
de espermatozoides muertos fue mayor en el grupo T3.

Medias y 85.0% de Fisher L5D

mortalidad
I_\\j
RS L LLRLN LN LA L
——
——
—
IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII

I

FPre-conge T1 T2 T3

Tratamiento

Control

Figura 1. Determinacion de la mortalidad con los
tratamientos evaluados. Control: semen refrigerado.

Pre- congelacion: semen evaluado antes de congelar sin glicerol.
T1: 4% de glicerol. T2: 6% de glicerol. T3: 8% de glicerol

Para la variable movilidad no existieron diferencias
significativas entre T2 y T3, ni entre T2 con T1; pero
si se observaron diferencias significativas entre TI,
T3, control y pre-congelacion. Segun los resultados
obtenidos se puede decir que la movilidad estad
directamente relacionada con el nivel de glicerol y que
esta se ve influenciada por la refrigeracion como se
observa en el grupo control. Los niveles de movilidad
mas altos fueron los del grupo control seguidos por el
grupo T1. Es razonable que el grupo control haya tenido
niveles de movilidad mas altos debido a que este
no fue sometido al proceso de congelacion y no se le
adicion¢ glicerol. Los valores de movilidad mas bajos se
encontraron en el T3 como se observa en el figura 2.

Medias v 55.0% de Fizher LSD

100 F -

a0 [ T ]

. L ]
- S0F ]
= T ]
= aplL _
= - T ]
a0 kL 1 T ]

0k ]

Control Pre-conge T T2 T3

Tratamiento

Figura 2. % movilidad en los tratamientos evaluados.

Control: semen refrigerado. Pre- congelacion: semen

evaluado antes de congelar, sin glicerol. T1: 4% de glicerol.
12: 6% de glicerol. T3: 8% de glicerol
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Para las variables, pH, morfologia, formas normales,
anormalidades primarias y secundarias, se obtuvo un
valor de p>0,05; indicando que no existen diferencias
estadisticamente significativas.

Discusion

La concentracion optima de glicerol para realizar
procesosdecriopreservacion seminal en perros depende de
muchos factores, entre los que vale la pena resaltar el tipo
de diluyente, la velocidad de congelacion-descongelacion
y los métodos utilizados para estos procesos. Por las
interacciones existentes entre estos factores no se ha
logrado establecer un indice claro de concentracion
adecuada de glicerol para realizar procesos de
congelacion de semen canino con buenos resultados en
la criopreservacion - 3.

Los resultados obtenidos durante el presente estudio
muestran que no hay estadisticamente significativas
p>0.05 entre los grupos evaluados y la variable PH.
En la literatura se reporta poca informacion de pH
post-descongelacion, aunque teoricamente el pH del
diluyente puede disminuirdebidoalaactividad metabolica
de los espermatozoides’’. Adicionalmente, es sabido
que altas variaciones del pH durante procesos de

criopreservacion conllevan a un aumento en la mortalidad /3.

La tasa de congelacion debe ser suficientemente lenta
para evitar la formacion de cristales de hielo, pero lo
suficientemente rapida para evitar variaciones del pH
debidas a acumulacion de solutos, que pueden debilitar
la membrana celular generando disturbios en el misma *.
De acuerdo a esto, se puede inferir que la tasa de
congelacion seminal, utilizada en el presente estudio es

adecuada desde el punto de vista del pH.

Estudios similares han mostrado que disminuciones del
pH son observadas luego de 3-4 dias de la refrigeracion
del semen canino diluido en Tris-yema de huevo’’ lo
cual puede explicar por qué en el presente estudio no
se observaron variaciones de pH en el grupo control
debido a que el semen fue refrigerado sélo durante 24
horas, adicionalmente algunos autores han reportado
que este diluyente ofrece una alta estabilidad en el pH

de la muestra *°.

Al observar los resultados de mortalidad; los mejores
resultados obtenidos para esta variable se le atribuyen
a los menores valores (4% y 6%) /® ?°. En el presente
estudio se encontr6 que el menor porcentaje de
mortalidad, excluyendo el control, se obtuvo en aquellas
muestras que fueron sometidas a concentraciones del
6% de glicerol (28,16%) aunque estadisticamente no se
encontrd diferencias significativas entre el control y las
muestras sometidas a 6% y 4% glicerol. Segtn lo anterior
se puede decir que concentraciones de glicerol entre el
4% y el 6% no presentan variaciones estadisticamente
significativas con respecto al control, para este estudio;
mientras que con una concentracion de 8% de glicerol se
observé un aumento en el numero de espermatozoides
muertos. Ademads, es importante mencionar que aunque
hubo un alto deterioro en la vitalidad del semen sometido a
procesos de criopreservacion, en relacion con el control y
la precongelacion, los valores obtenidos fueron similares
a valores previamente reportados para procesos de
congelacion de semen canino, ademas los resultados son
compatibles con fertilizaciones exitosas realizadas con
semen criopreservado ®,

La movilidad es el pardmetro més importante durante
la evaluacion seminal, la mayoria de los investigadores
utilizan este pardmetro como el determinante al evaluar
técnicas de congelacion, diluyentes y crioprotectores
2327 En el presente estudio no se observaron diferencias
estadisticamente significativas entre las concentraciones
del 4% y 6% de glicerol. Este resultado concuerda con
el de otros autores’” quienes también encontraron que
no existen diferencias estadisticamente significativas en
la movilidad para semen congelado y posteriormente
descongelado con glicerol al 4% y al 6% como
criopreservante.

La presente investigacidon manifestdé que los mejores
resultados se obtuvieron con concentraciones de 4% y
6%, similar a lo encontrado por otros investigadores
quienes sugieren que la mejor concentracion de glicerol
es 6% 18
difieren de los obtenidos por Pefia /7, quien encontro que
los mejores resultados de movilidad se obtuvieron para

,y 4 % 827 Por otra parte los resultados

concentraciones del 8%.
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Es importante resaltar que en la literatura existen
estudios que reportan que los mejores resultados se
obtienen con concentraciones del 2% 3, ademas, se han
encontrado mayores discordancias en los resultados
utilizando minimas concentraciones de glicerol 1,6%-
3% 71415 ¢ altas concentraciones del mismo, 8-12% 6.
Al observar el rango de valores de movilidad obtenidos
en este estudio se encuentra que los valores son
relativamente bajos ya que las medias fueron de entre
19% y 33%. Al compararlo con los resultados de otras
fuentes en la literatura se ve que los resultados caben
entre los rangos encontrados, ya que ha habido estudios
con medias de movilidad del 14% 7 hasta 70% 2°.

Vale la pena resaltar que para procesos de inseminacion
artificial se sugiere tener una movilidad espermatica
entre 40% y 50 % /% 27, aunque, se ha logrado obtener
prefieces con valores de movilidad entre el 20% y el
30% ?7; por lo tanto los valores obtenidos durante este
estudio se podria inferir que serian suficientes para lograr
prefieces exitosas. Probablemente en este estudio la
reduccion de la movilidad del semen sometido a
procesos de congelacion- descongelacion pudo verse
influenciada por largos periodos de transporte desde el
sitio de recoleccion hasta el laboratorio, lo cual puede
reducir las reservas metabolicas de los espermatozoides’s
haciéndolos mas susceptibles a sufrir cambios durante
la refrigeracion, congelacion y descongelacion, es
posible que comenzando el proceso de criopreservacion
inmediatamente después de la recoleccion del semen se
obtengan mejores cualidades espermaticas en el semen
pos-descongelacion.

Con relacion al porcentaje de anomalias primarias (4%)
y secundarias (7%), los resultados manifestaron que
no existe correlacion directa entre la concentracion de
glicerol y un aumento en la incidencia de anormalidades
morfologicas. Resultados similares fueron encontrados
en otros estudios en los cuales se observoé un aumento
en las anormalidades secundarias, pero estas no fueron
estadisticamente significativas %°.

De igual forma, se ha reportado que semen con valores
porcentuales similares a los obtenidos en este estudio,
pueden ser utilizados efectivamente en procesos de

inseminacion artificial con semen congelado %*. Hay que
destacar que el porcentaje de anormalidades primarias
en este estudio fue alto comparativamente con
estudios similares 2% 23?3 sin embargo este porcentaje
fue alto incluso en el andlisis precongelacion. Basando,
con lo dicho por Johnston et al (2001), las anormalidades
primarias se originan durante la produccion espermatica
y la manipulacion del semen no tiene influencia en estas.

Con relacion a las anormalidades secundarias algunos
estudios, reportan aumento en estas siendo la anomalia
mas comun colas dobladas . Aunque en este estudio no
se realizo diferenciacion porcentual de las anormalidades
secundarias los investigadores observaron una gran
Adicionalmente, la
literatura reporta que las anormalidades secundarias son

incidencia de colas dobladas.

generalmente originadas por los cambios de temperatura
a los que es sometido el semen durante este tipo de
procesos “.

En el presente estudio no se encontraron diferencias
significativas en la concentracion espermadtica entre
los tratamientos. Hay que aclarar que las diferencias
encontradas entre los diferentes tratamientos y la
precongelacion fue debida a la distribucion seminal ya
que se usaron pajillas de 0,5 ml con concentraciones
espermaticas de 200 millones de espermatozoides/ml.
Los resultados obtenidos al relacionar los tratamientos y
la precongelacion son coherentes ya que no tiene porque
existir una relacion entre la concentracion de glicerol y
la concentracion espermatica, sin embargo la medicion
de este pardmetro ayuda a evaluar el proceso y método
empleado para la criopreservacion seminal.

Se puede concluir que los procesos de refrigeracion
y congelacion utilizados en esta investigacion
generaron un alto deterioro de la vitalidad. Sin
embargo los valores obtenidos fueron similares a valores
previamente reportados en la literatura &. Los autores
recomiendan la realizaciéon de nuevos estudios para
establecer procesos de refrigeracion que permitan obtener
mejores resultados de vitalidad, ya que los resultados
obtenidos en el presente estudio muestran un marcado
aumento en la mortalidad cuando el semen es sometido a
procesos de refrigeracion.
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Las concentraciones de glicerol del 4% y 6%, no
mostraron diferencias con el control, con esto se puede
concluir que estas concentracion del crioprotector para
procesos de congelacion seminal son las ideales, evitando
en gran medida el afio de los células espermaticas.
Concentraciones del 8% de glicerol, generaron un
marcado deterioro de las caracteristicas seminales.

Finalmente se concluye que es importante tener en cuenta
que factores como el transporte, la maquinaria y la mano
de obra tienen una importante influencia en los resultados
obtenidos en el trabajo, por lo tanto seria pertinente
continuar la realizacion de otros estudios similares,
minimizando la influencia de los factores previamente
mencionados.
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Abstract

The effect of rotating plows (rotavator, power harrows and motorhoes) on some of the main physical properties
in a clay loam soil Vertic Haplustalf, with alluvial parent material and slope less than 3%, was studied. Twelve
experimental parcels were stablished and three different treatments and a control were applied to the soil. Values
of soil bulk density, total porosity, gravimetric moisture content, penetration resistance, distribution and structural
stability of aggregates were determined for treated parcels. Only significant difference was found (p<0,05) in
the penetration resistance between control soil and treated with rotavator and power harrows. The remaining soil
physical properties evaluated showed some variation, but were not statistically significant, so we conclude that these
(rotary plows) did not alter or affect the properties in question representatively.

Keywords

Mechanization of the soil, motorhoes, physical properties of the soil, power harrows, rotavator.
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Resumen

Se estudio el efecto de diferentes arados rotativos (rotavator, grada rotativa y motoazada) sobre algunas de las
principales propiedades fisicas de un suelo Vertic Haplustalf, franco arcilloso, con material parental aluvidon
y pendiente <3%. Se establecieron 12 parcelas experimentales, en tres diferentes tratamientos y un tratamiento
Se determinaron valores de densidad aparente, porosidad total, contenido de humedad gravimétrica,
Solo se

control.
resistencia a la penetracion, distribucion y estabilidad estructural de agregados por parcelas tratadas.
encontrd diferencia significativa (p<0,05) en la resistencia a la penetracion entre el suelo testigo y los tratados con
rotavator y grada rotativa. Las restantes propiedades fisicas del suelo evaluadas presentaron algunas variaciones,
pero no fueron estadisticamente significativas, por lo que se concluye los arados rotativos no alteraron, ni afectaron
representativamente las propiedades en cuestion.

Palabras Clave

Grada rotativa, mecanizacion del suelo, motoazada, propiedades fisicas del suelo, rotavator.

Resumo

Estudou-se o efeito de diferentes arados giratdrios (rotador, grade rotativa e cultivador) sobre algumas das
principais propriedades fisicas de um solo Vertic Haplustalf, franco argiloso, com material de origem aluvial e
declividade <3%. Foram estabelecidas 12 parcelas experimentais em trés tratamentos diferentes e um tratamento
controle. Foi determinada valores da densidade aparente, a porosidade total, o teor de umidade por gravimetria,
a resisténcia a penetracdo, distribui¢do e estabilidade estrutural dos agregados nas parcelas tratadas. Apenas uma
diferenca significativa (p<0,05) foi encontrada na resisténcia a penetragdo entre o solo controle e os tratados com
rotador e grade rotativa. As propriedades fisicas restantes do solo avaliadas apresentaram alguma varia¢do, mas
ndo foram estatisticamente significativas, ao que se conclui que os arados rotativos ndo alteraram nem afetaram
representativamente as propriedades em questao.

Palavras-chave

Cultivador, grade rotativa, mecanizagdo do solo, propriedades fisicas do solo, rotador.

Introduccion

Dentro de los problemas mas comunes generados por
una inadecuada labranza se encuentran el aumento de
la densidad aparente, la pérdida de macroporosidad,
la compactacion; la reduccion en la infiltracion, la
conductividad hidraulica, el almacenamiento de agua
y la estabilidad estructural, asi como el aumento de la
escorrentia y la erosion /4,

Los suelos del Centro Agropecuario Cotové, de la
Universidad Nacional de Colombia, Sede Medellin,
donde por muchos afios se ha implementado el

modelo de labranza convencional, posiblemente no
han quedado exentos de los efectos nocivos de estas
practicas inapropiadas.

Los arados rotativos como el rotavator, la grada
rotativa y la motoazada, entre otros, son herramientas
rotacionales que roturan, cortan y mezclan el perfil
del suelo. Constan de un rotor provisto de cuchillas
accionado por la toma de potencia del tractor
(excepto la motoazada que es accionada por su propio
motor), de manera que en una sola pasada realizan
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el rompimiento y mezcla del suelo ?*. Estos equipos
pueden ser considerados implementos criticos en
regiones con clima tropical, por su fuerte impacto
sobre la estructura del suelo y el alto riesgo de erosion

relacionado con ellos ? .

En ocasiones se considera la labranza rotativa
como labranza reducida por el nimero limitado de
operaciones en la preparacion del suelo. Esta practica
contribuye a disminuir la compactacion, gracias al
menor nimero de pasadas y a la reduccion del peso
del tractor por la traccion negativa dada por el empuje
hacia delante que ejercen las herramientas rotativas

sobre el tractor °.

Una de las criticas a estas herramientas se relaciona
con la fragmentacion del suelo que dana la estructura.
Se ha encontrado que el grado de pulverizacion esta
influenciado por la cantidad de avance por corte’.
Para Lozano (2002) ° en las zonas mecanizables
de los altiplanos andinos donde se cultiva papa
tradicionalmente la labranza se basa en el uso de
arados de discos y rotativos (rotavator) que han
generado capas compactadas de suelo entre 200 mm y
300 mm de profundidad y la pérdida de la estructura
en las capas superiores.

Bonilla y Murillo (1998) ° evaluaron el efecto de la
labranza profunda utilizando arado de cincel vibratorio
y grada rotativa comparada con la convencional con
arado de discos, rastra pesada y pulidor, estudiando
las propiedades fisicas del suelo y el desarrollo y
produccioén del cultivo de algodon, y concluyeron que
el arado de cincel vibratorio combinado con la grada
rotativa mejora en forma significativa las propiedades

fisicas de los suelos tratados.

Las motoazadas son equipos versatiles y estan
Se
utilizan en todo tipo de suelo con topografia desde

equipados con motores de combustion interna.
plana hasta pendiente. En particular sirven para
roturar y desterronar el suelo antes de la siembra, para
incorporar material triturado como turba o abono, asi
como para eliminar hierbas indeseables.

El manejo de esta clase de implementos de labranza
requiere el conocimiento técnico de los mismos y la
evaluacion de los efectos que su empleo intensivo
causa a la estructura del suelo. En el presente estudio
se evaltio la interaccion arados rotativos/suelo con el
fin de determinar el grado de deterioro que los primeros
ocasionan en el segundo y asi establecer la opcion
(rotavator, grada rotativa o motoazada) que presenta
menor riesgo para el deterioro de la estructura del
suelo.

Materiales y métodos

Area de estudio

El Centro Agropecuario Cotové, de la Universidad
Nacional de Colombia, Sede Medellin, esta localizado
en la vereda el Espinal del municipio de Santa F¢ de
Antioquia, al occidente del departamento de Antioquia
(Colombia) a 6° 33' 32" norte y 77° 04' 51" oeste, en
la zona de vida bosque seco tropical (bs-T) con una
temperatura anual, promedio, de 27 °C; precipitacion,
promedio anual, de 1031 mm, y a 540 m.s.n.m /4,
El area experimental se encuentra en una terraza
aluvial plana (pendiente <3%), con suelos dominantes
arcillosos, moderadamente profundos, de buena
fertilidad, clasificados como Vertic Haplustalfs franco

fino, mezclado, isohipertérmico, superficial 2.

Diserio experimental y procedimientos

Se utiliz6 un disefio completamente al azar con tres
tratamientos, mas un tratamiento control, con tres
repeticiones para cada tratamiento. Antes de aplicar
los tratamientos se determinaron las propiedades del
suelo (Tabla 1). Los tratamientos consistieron en un
pase previo con cortamalezas y desbrozadora en el area
de estudio con la finalidad de erradicar la vegetacion
presente. Las parcelas experimentales median 21 m x
30 m cada una. Los tratamientos consistieron en:

1. Rotavator (TRV), dos pases de rotavator de cuchilla
con angulo de 135° (HR 2.7) a 150 mm de profundidad
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conectado al tractor (5500 JD) con tiempo real de
trabajo de 18 min por parcela.

2. Grada rotativa (TGR), dos pases de grada rotativa
(HRB-182) a 170 mm de profundidad conectada al
tractor (5500 JD) con tiempo real de trabajo de 16
minutos aproximadamente por parcela.

3. Motoazada (TMO), dos pases de motoazada
(3001-G) a 120 mm de profundidad conducida por un
operador y con tiempo real de trabajo de 90 min por
parcela.

4. Parcelas sin intervenir o testigo (TGO), consistente
en cobertura vegetal natural en crecimiento.

Tabla 1. Propiedades iniciales del suelo antes de los ensayos.

Propiedad Valor
Densidad aparente (g/cm3) 1,27
Densidad real (g/cm3) 2,53
Porosidad total (%) 49,73
Textura Franco arcillosa

Resistencia a la penetracion (a 10 cm, kPa)

Tamario de agregados (mm)

>6.3
6,3—4,0
4,0-2,0
2,0-1,0
1,0-0,5

<05

Indice de estabilidad
Estado de agregacion (%)
Didametro ponderado medio (mm)

Diametro geométrico medio (mm)

170,10

24,12

17,49

16,55

13,11

8,65

20,08

1,26

79,92

3,43

1,99
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Tabla 2. Caracteristicas de los equipos y calibraciones
realizadas antes de los ensayos de campo.

Parametros Rotavator Grada rotativa Motoazada
Howard HR 27
Kunh HRB 182 Agria 3001-G
Marca, modelo y lugar de fabricacion Barcelona, , ,
Passo Fundo, Brasil Alemania
Espana
Tractor, 5500 Tractor, 5500 Jhon
Fuente de potencia Autopropulsada
Jhon DeereD eere
Potencia requerida 30 kW 40 kW 5 kW
Velocidad de avance (km/h) 2,22 ,2 0,7
Velocidad tangencial de cuchillas (m/s) 3,93 ,0 2.8
Velocidad del rotor (r.p.m.) 141 253 164
Profundidad de trabajo promedio (cm) 15 17 12
Ancho teorico de trabajo (m) 1,61 ,8 1,0
Numero de cuchillas 36 12 32
) ) C- angulo de C- angulo de
Tipo de cuchillas Recta
135 135
Posicion de la tapa Tapa abajo -

Previamente los equipos fueron calibrados y estandarizados teniendo en cuenta varios
pardmetros técnicos, como: velocidad de avance, velocidad del rotor, profundidad de trabajo,
numero de cuchillas, tipo de cuchillas y posicion de la tapa (Tabla 2).

Después de 30 dias de realizadas las labores en cada Siguiendo la metodologia propuesta por Gomez

parcela se tomaron muestras de suelo en cada parcela
experimental a una profundidad entre 0 y 10 cm, con el
fin de determinar los cambios en las propiedades fisicas
del suelo.

La resistencia a la penetracion se midié en campo con un
penetrometro de cono Royal Gauge con cono de 20 mm
de didmetro, medidor de reloj y resolucion de 4 psi.

y Jaramillo (1986) 3 se tomaron en campo las
muestras al azar en varios sitios de cada parcela, asi:
para densidad aparente cinco muestras por parcela
experimental; para humedad gravimétrica cinco
muestras por parcela; distribucion de agregados y
estabilidad estructural una muestra compuesta por
parcela; densidad real cinco muestras al azar en el

lote; y textura una muestra compuesta en el lote.
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Los métodos empleados en la determinacion de
las propiedades fisicas fueron: cilindro biselado
(densidad aparente), picnometro (densidad real),
(humedad), Yoder (estabilidad
estructural de agregados), Bouyoucus (textura). Para

gravimétrico

el analisis de distribucion de tamafios de agregados se
realiz6é un tamizado a la muestra de suelo que permitid
separar los agregados que la conformaban en varios
grupos por tamafio estableciendo asi el porcentaje
En el célculo de la
porosidad total se emple6 la ecuacidn siguiente:

P —-(1 DE)*100 ()
- D, donde,

correspondiente a cada grupo.

P: porosidad total (%), D densidad aparente (g/cm3)
y D.: densidad real (g/cm3).

Analisis de resultados

Para cada variable se hizo un andlisis de varianza y se
uso el estadistico ‘F’ para probar la hipotesis nula que
no existe diferencia entre tratamientos. También se
hizo la prueba de amplitud multiple de Duncan (p<0,05)
para la comparacion de medias entre tratamientos.
Los datos se analizaron utilizando el software S.A.S
(Statistical Analysis System) (Tablas 7 y 8).

Resultados

En la Tabla 3 se observan los resultados obtenidos en el
lote de estudio de la densidad aparente, porosidad total,

humedad gravimétrica y resistencia a la penetracion
(profundidad de 0-10 cm).

Tabla 3. Promedios de densidad aparente, porosidad total,

humedad gravimétrica y resistencia a la penetracion después
de los tratamientos (profundidad 0-10 cm).

Tratamientos
Propiedades TRV TGR ™O TGO
valor DE valor DE valor DE valor DE
Densidad
aparente 1,574 0,07 1,644 0,08 1,544 0,26 1,344 0,02
(g/cm3)
Porosidad 37,948 308 35182 342 39263 1043 48,88 120
total (%)
Humedad
gravimétrica 18,932 6,75 19,998 335 13258 434 20,652 2,42
(o)
*Resistencia a 402,212 71,76 484,953 6256 625,158P 219,05 767,642 79,61
la penetracion
(kPa)

TRV: rotavator, TGR: grada rotativa, TMO: motoazada, TGO: testigo, DE: desviacion estandar

*Valores con letras distintas son significativamente diferentes (p<0,05), segin prueba de Duncan.
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En la Figura 1 se muestra el efecto de cada tratamiento
(TRV, TGR y TMO) vy el testigo (TGO) sobre los
agregados de diferente tamafo del suelo. En la Tabla 4
se presenta el porcentaje (%) de agregados menores de
0,5 mm por tratamiento y en la Tabla 5 se observa el

Tabla 4. Valores promedios de porcentajes

de agregados con tamafio inferior

a 0,5 mm en cada tratamiento.

Agregados < 0,5 mm DE

indice de estabilidad estructural por tratamiento. Tratamientos
(%)

40

15 - ]
Sl il TRV 8,644 6,05
D 25 TRy ’ ’
E;_.—_j ] aTER TGR 10,982 5,15
= oD
Ei: 15 1 o TE0 T™O 9,884 0,34

] I_"H I m TGO 7,882 6,59

0,5

#3 8240 4020 2040

10405
Tamano de agre gados jmm)

Figura 1. Efecto de los tratamientos sobre los
agregados de diferente tamafio del suelo.
Profundidad entre 0 y 10 cm.

TRV: rotavator, TGR: grada rotativa, TMO: motoazada,
TGO: testigo; DE: desviacion estandar. Valores con

igual letra no presentan diferencia significativa (p>0,05).

Tabla 5. Promedios de valores de indices de estabilidad

estructural por tratamiento.

Tratamientos

Propiedades TRV TGR T™O TGO

valor DE valor DE valor DE valor DE
Indice de

estabilidad 1,378 0,67 1,782 1,04 1,472 0,25 1,682 1,24
Estado de

agregacion (%) 91,358 6,03 89,028 5,15 90,123 0.34 92,128 6,59
Diametro

ponderado medio 4,254 0,97 3,964 1,19 4,122 0,29 4,442 0,90
(mm)
Diametro

geométrico medio 3,12 1,03 2,864 1,22 2,94 0,29 3,274 0,80
(mm)

TRV: rotavator, TGR: grada rotativa, TMO: motoazada, TGO: testigo, DE: desviacion estandar

Valores con igual letra no presentan diferencia significativa (p>0,05).
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Discusion

La resistencia a la penetracion fue la unica propiedad
que presento diferencia significativa (p<0,05) entre las
medias de los tratamientos (Tabla 7) y concretamente
entre el testigo y los tratamientos TGR y TRV (Tabla
3). Entre los tratamientos de las propiedades densidad
aparente, porosidad total, humedad gravimétrica,
contenido de agregados finos <0,05 mm, indice de
estabilidad, estado de agregacion, didmetro ponderado
medio y didmetro geométrico medio, no se detectaron
diferencias significativas (p>0,05) (Tablas 3 y 7).

Es probable que la falta de significancia en la mayoria
de los resultados se debid a que la aplicacion de los
tratamientos no fue lo suficientemente intensivo
y continuo en el tiempo (por la metodologia del
ensayo) como para marcar diferencias estadisticas.
Adicionalmente se debe tener presente la capacidad
natural de resiliencia que tiene el suelo, es decir la
habilidad de recuperarse y revertir a su estado original
después de que las fuerzas disturbantes o presiones
externas se han producido. En este sentido Fernandez
y Gonzalez (1998) /% afirman que la resiliencia permite
al suelo recobrar su organizacion o estructura primitiva
por procesos de agregacion natural una vez se reducen
las fuerzas causantes de la degradacion.

A continuacion se discuten los hallazgos por propiedad,
donde se incluye también andlisis de las tendencias
(tratamientos estadisticamente no significativos)
encontradas, y se considera que las explicaciones
e hipdtesis planteadas serdn de interés para tenerse

presentes en futuras investigaciones sobre el tema.

Resistencia a la penetracion

Debido al corte, levante y aflojamiento del perfil
con las cuchillas de las maquinas, los suelos arados
presentan menores valores de resistencia (Tabla 3). Se
detecto6 diferencia significativa (p<0,05) entre el suelo
testigo y los tratados con rotavator y grada rotativa;
entre el TGO y el suelo labrado TMO no se encontraron
diferencias, como tampoco entre los suelos TRV, TGR
y TMO (p>0,05) (Tabla 8). Se observa que el menor
valor de resistencia lo present6 el suelo TRV seguido
por una resistencia ligeramente mas alta el TGR, lo

que se debio al efecto de labrado de cada méquina
(corte, penetracion y fragmentacion que las cuchillas
causan en el suelo), ya que los contenidos de humedad
fueron similares en los tratamientos. En la misma
Tabla 3 se observa que entre los suelos arados, el TMO
tiene la mayor resistencia, lo que es debido al menor
contenido de humedad y al bajo efecto disturbador que
causa la motoazada sobre el suelo. Todos los valores
de resistencia de los suelos tratados se encontraron en
el nivel medio, entre 0,1 MPa y 2,0 MPa de acuerdo a

la clasificacion del SSDS?/,

Densidad aparente

Para el calculo de la Da se tom6 la Dr (2,53 g/cm’)
inicial. En la Tabla 3 se observa que el suelo en el
tratamiento TGR present6 una tendencia de densidad
mas alta, en contraste con el tratamiento testigo (TGO).
En general, hasta 10 cm de profundidad en el suelo los
tratamientos con arados rotativos aumentaron el valor
de Da, pero sin diferencia estadistica significativa.
Cortés y Malagdn (1984) 7 consideran que en un suelo
de textura media, como el del presente estudio, valores
>1,4 g/cm’ se consideran altos.

El aumento estadisticamente no significativo de la Da
de los suelos después de los tratamientos se debio,
posiblemente, a la desintegraciéon de los agregados
(Tabla 4) ya que se observo un mayor contenido de
agregados finos (<0,5 mm) en los suelos tratados con
arados, evidenciando la desagregacioén ocasionada por
la rotacion de las cuchillas sobre el suelo. Lo anterior
origin6d una disminucion del volumen de poros entre
agregados (macroporosidad) y consecuentemente un
incremento no significativo de la densidad aparente en
los suelos arados. Para Bernal et al. (2008) # el efecto
de los arados rotativos es desagregar el suelo, causando
el predominio de agregados pequefios e incremento de
la microporosidad, al mismo tiempo que disminuye la
macroporosidad. Lo que se comprueba al observar los
valores de porosidad total obtenidos (Tabla 3) en las
parcelas tratadas. Jaramillo (2002) /# considera que
la densidad aparente es valida como parametro para
estimar el grado de deterioro del suelo, teniendo en
cuenta que a medida que su valor aumenta se produce
una degradacion de la estructura.
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Porosidad total

diferencia  estadisticamente
significativa a un nivel de confidencia del 95% en el
resultado de la porosidad para los tratamientos. Sin

No se evidencia

embargo, en la Tabla 3 se observa que el mayor valor
de porosidad correspondio al suelo TGO y el menor al
suelo tratado con grada rotativa (TGR). En todos los
tratamientos mecanizados la porosidad del suelo fue
<40%,valormuybajoseginlaclasificaciondeKaurichev
(1984) 8. La tendencia en la disminucion de porosidad
total registrada en las parcelas tratadas en relacién con
el testigo, también se explica por la desagregacion
del suelo causada por el accionar de las cuchillas
de las maquinas, que ocasionan una disminucion en
la  macroporosidad y como consecuencia, la
reduccion del porcentaje de porosidad total. Pagliai et
al. (2004)'7 encontraron que en la capa superficial del
suelo (0-10 cm), con labranza convencional, la
macroporosidad es significativamente menor que en un
suelo con minima labranza. En este sentido Almanza
et al. (2006) 2 consideran que la cuantificacion
de la porosidad y sus componentes (macro, meso
y micro) permite observar en detalle el efecto de

una determinada practica de manejo de suelos.

Humedad gravimétrica

No se present6 diferencia estadisticamente significativa
entre los tres tratamiento (TRV, TGR y TMO) y el
TGO. Aunque, la mayor acumulacion de humedad
en el suelo ocurrio en el testigo TGO (Tabla 3), lo
cual es debido al efecto de la cobertura vegetal no
alterada que reduce la evaporacién. La acumulaciéon
de residuos vegetales sobre la superficie del suelo
reduce la evaporaciéon y conserva la humedad a
mediano plazo que, a su vez, incrementa el contenido
de materia organica, la capacidad para almacenar y
retener agua aprovechable y mejora la estructura 2.
El menor porcentaje de humedad ocurrié con el uso
de motoazada (TMO) y los tratamientos TRV y TGR
conservaron un contenido de humedad menor que
TGO, aunque muy similar a éste.

Distribucion de agregados y contenido de agregados
finos (Figura 1 y Tabla 4)

La separacion de agregados por tamizado en humedo
en varias clases de tamano (distribucion de agregados)
y la expresion de los resultados como porcentaje del
peso total de la muestra, permiten presentar hipotesis
acerca de la estructura de los suelos o correlacionar
tratamientos’. Para Gomez (1995) ? los agregados
<0,5 mm son los mas susceptibles a la pérdida por
erosion siendo indicadores de la estabilidad estructural
del suelo. En la Tabla 4 se incluyen los promedios de
porcentajes de agregados <0,5 mm por tratamiento.

El contenido de agregados finos (<0,5mm) fue mas
bajo en el TGO, aunque no fue diferente con los demas
tratamientos (p>0,05) (Tabla 4). Esto indica una mejor
estructura y menor susceptibilidad a la erosion en los
suelos sin disturbar y sugiere la importancia de minima
labranza en la preparacion de suelos cultivados.

Por otro lado, el aumento en el contenido de agregados
<0,5 mm en los tratamientos TGR, TRV y TMO influy6
en el incremento de la Day la consecuente disminucion
de la porosidad total en los suelos que recibieron estos
tratamientos.

Indice de estabilidad estructural

Para el calculo de los indices estructurales del
suelo (Tabla 5) se emplearon muestras tamizadas en
huiimedo. No se encontraron diferencias (p>0,05) entre
tratamientos, aunque el suelo con TGR presentd un
mayor valor. En todos los tratamientos predominaron
los agregados de tamafio medio (Tabla 6a). Barthes et
al. (2002) ? sefialan que la susceptibilidad del suelo a la
escorrentia y la erosion esta estrechamente relacionada
con la estabilidad de los agregados de la superficie
(0-10cm). Deacuerdo conlosporcentajes deagregados
finos (Tabla 4) y los valores en la Tabla 6b, el valor de
TGR (10,98%) se encuentra entre 10,1 - 20,0, rango
clasificado por Montenegro y Malagon (1990) /¢ como
estabilidad estructural alta clase 2, a diferencia de los
suelos testigo y tratados que presentaron estabilidad
estructural muy alta, clase 1.

El mayor estado de agregacion correspondio al suelo
TGO y el menor al TGR (Tabla 5), lo cual indica un
mayor porcentaje de agregados >0,5 mm en el primer
casoy como era de esperar una mejor agregacion de las
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particulas del suelo testigo no disturbado por el cultivo.
Se observa que el suelo con tratamiento TGR present6
el menor estado de agregacion pero a la vez el mayor
indice de estabilidad estructural, lo cual aparentemente
es contradictorio, sin embargo, esto se explica porque
muchos de los macroagregados del suelo (>6,3 mm)
fueron convertidos a tamafos intermedios (entre <6,3
mm y >0,5 mm) lo que fundamenta el mayor indice de
estabilidad de acuerdo a Pla (1977)’°. En este mismo
sentido algunos agregados intermedios y pequefios
existentes en el suelo antes de la aplicacion de los
tratamientos fueron convertidos en microagregados
(<0,5 mm), aumentando su contenido y reduciendo el
contenido total de agregados >0,5 mm, lo que explica
el menor estado de agregacion para suelos tratados
con TGR segun Montenegro y Malagon (1990) /6.

Didametro ponderado medio (DPM)

estadistico no se encontré diferencia
significativa entre los tratamientos y el TGO. Al
analizar la tendencia general (Tabla 5), se plantea que el
valor més elevado lo tiene el tratamiento TGO y el mas
bajo el tratamiento TGR. Segun Pla (1977) Y cuando
se comparan diferentes situaciones y/o tratamientos

A nivel

dentro de un mismo suelo, obviamente valores mas
bajos de DPM o del porcentaje en los didmetros
mayores seflalan un deterioro en la estabilidad
estructural y desde el punto de la susceptibilidad a la
pérdida de suelo, esta sera menor para DPM > 2,0 mm.

En la Tabla 5 se observa que el suelo TGR tiene el
valor mas bajo de DPM, lo que se correlaciona con el
estado de agregacion para este suelo TGR que también
mostro el nivel mas bajo, lo que indica la pérdida de
agregados de tamafio >0,5mm debido a la reduccién
del didmetro de sus agregados. Por otro lado, en el
suelo testigo se evidencio lo contrario, el mayor indice
tanto en el estado de agregacion como en el DPM, lo
que se manifiesta en el mayor contenido de agregados
> (0,5 mm en relacion con los otros tratamientos.

La estabilidad de los agregados del suelo testigo y los
sometidos a los distintos tratamientos, se considera en
relacion al didmetro ponderado medio como estable
(Tabla 6¢) segun la clasificacion de Montenegro y
Malagon/s.

Diametro geométrico medio (DGM)

No se observo diferencia estadisticamente significativa
(p>0,05),
tratamientos. No obstante el mayor valor se presento
en el TGO y el menor en el suelo arado con grada
(Tabla 5). Segun Gardner (1956) ! el didmetro
geométrico promedio caracteriza mejor el didmetro

esta caracteristica no vari0 entre

dominante en los agregados del suelo que el didmetro
ponderado promedio. En la Tabla 5 se observa que
el didmetro geométrico promedio de los agregados
del suelo TGR es bajo, lo que se asocia con el menor
estado de agregacion en los suelos de este tratamiento.

Tabla 6. Indices estructurales del suelo y su interpretacion de acuerdo

a sus resultados para cada tratamiento.

Tratamiento Indice Tamaiio de Estabilidad Clase Estabilidad
estabilidad agregados™ estructural D estructural ¢
TRV >1 Intermedios (<10) muy alta 1 (3 - 5 mm)
estable
TGR >1 Intermedios (10,1 - 20) alta 2 (3-5mm)
estable
T™O >1 Intermedios (<10) muy alta 1 (3-5mm)
estable
7GO >1 Intermedios (<10) muy alta 1 (3-5mm)
estable

a. indice de estabilidad estructural 19, b. Estabilidad estructural segun porcentaje de contenido
de agregados finos <0,5 mm 16, c. Estabilidad estructural segun didmetro medio ponderado 16.
* Agregados retenidos en tamices con abertura 4 mm, 2 mm, | mm, y 0,5 mm.
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Tabla 7. Andlisis de varianza aplicados a los resultados de propiedades fisicas de los suelos.

Fuente de Grados de Suma de Cuadrados F
variacion libertad cuadrados medios
Densidad aparente
Tratamiento 3 0,14 0,05 2,5ns
Error 8 0,16 0,02
Total 11 0,30
Porosidad total
Tratamiento 3 319,67 106,56 3,24 ns
Error 8 263,23 32,90
Total 11 582,90
Humedad gravimétrica
Tratamiento 3 102,71 34,24 1,68 ns
Error 8 163,26 20,41
Total 11 265,97
Resistencia a la penetracion
Tratamiento 3 221065 73688,33 4,65*
Error 8 126775,75 15846,97
Total 11 347840,75
Agregados finos <0,5 mm
Tratamiento 3 16,79 5,60 0,21 ns
Error 8 213,45 26,68
Total 11 230,24
Indice de estabilidad
Tratamiento 3 0,32 0,11 0,14 ns
Error 8 6,34 0,79
Total 11 6,66
Estado de agregacion
Tratamiento 3 16,78 5,59 0,21 ns
Error 8 213,35 26,67
Total 11 230,13
Diametro ponderado medio
Tratamiento 3 0,37 0,12 0,15 ns
Error 8 6,53 0,82
Total 11 6,9
Diametro geométrico medio
Tratamiento 3 0,33 0,11 0,13 ns
Error 8 6,58 0,82
Total 11 6,91

* Fo,05,3,8=4,07; F 0,01,3,8=7,59; hay diferencia significativa al 5% de probabilidad,

ver prueba de Duncan (tabla 8). ns: no significativo.
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Tabla 8. Prueba de amplitud multiple de Duncan para diferencias entre tratamientos

(para la resistencia a la penetracion a 10 cm de profundidad).

Conjuntos de

rangos
significativos. 8 Rangos de significacion
grados de minima.
libertad y
0=0,05.

Resultados de comparaciones.

ro0s (2,8)=3,26. Ro=r00s (2,8) Syi =(3,26)

(72,68)=236,93.

Rs=ro00s (3,8) Syi =(3,39)
(72,68)=246,38.

roos (3,8)=3,39.

Ra=r00s (4,8) Syi =(3,47)
(72,68)=252,20.

roos (4,8)=3,47.

TGO vs TRV = 767,64 - 402,21 =365,43 > 252,20 (R4).*
TGO vs TGR = 767,64 - 484,95 = 282,69 >246,38 (R3).*

TGO vs TMO = 767,64 — 625,15 = 142,49 <236,93 (R2).
TMO vs TRV = 625,15 — 402,21 = 222,94 <246,38 (R3).

TMO vs TGR = 625,15 — 484,95 = 140,20 <236,93 (R2).
TGR vs TRV =484,95 — 402,21 = 82,74 < 236,93 (R2)

TRV
402,21

TGR
484,95

™O
625,15

TGO
767,64

Cuadrado medio error: Mse=15846,97; n=3; grados de libertad=8. Error estandar: Syi =V(Mse/n)
=\(15846,97/3)=72,68. *Diferencia significativa p<0,05

Teniendo presente el analisis de los resultados de cada
propiedad podemos concluir que: la motoazada fue
el equipo que causé menor efecto de corte, levante y
debilitamiento en los agregados del suelo; la diferencia
(p<0,05) en la resistencia a la penetracion entre el
suelo testigo y los suelos tratados con TGR y TRV fue
el resultado del corte, penetracion y fragmentacion
que las cuchillas de estas maquinas causaron en el
suelo y sus agregados, lo que produjo una menor
resistencia a la penetracioén en estos suelos que en el
TGO; asi mismo, la resistencia a la penetracion no
fue diferente (p>0.05) entre el suelo TMO y el TGO,
lo cual se debid no sélo al menor efecto de remocion
del suelo que causd la motoazada si no también al
nivel méas bajo de humedad con que se realizaron
las mediciones en el suelo TMO, lo que incremento
su resistencia a valores muy similares del TGO; y
finalmente los suelos tratados con arados presentaron
un indice de estabilidad estructural >1 con predominio
de agregados intermedios, de igual forma observaron
una estabilidad estructural calificada como estable
segun el diametro medio ponderado.
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Abstract

The quantification of the microbial protein synthesis in the ruminants is of great importance to assess the nutritional
quality of the diets. The determination of microbial synthesis is achieved through the use of microbial markers,
which are classified: internal (by-products of rumen microorganisms) and external (substances administered
to animals that are incorporated by rumen microorganisms). Although some advances has occurred lately an
ideal marker still need to be developed. So the objective of this review is to detail each of the techniques for
estimating microbial protein synthesis in the rumen, and discuss the results obtained using each technique.
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Resumo

Quantificar a sintese de proteina microbiana em animais ruminantes € de grande importancia para avaliar a qualidade
nutritiva das dietas. A determinacdo dessa sintese se obtém por meio da utilizacdo de marcadores microbianos, 0s
quais sao classificados em internos (subprodutos dos microrganismos ruminais) e externos (produtos administrados
aos animais que sdo incorporados pelos microrganismos) e técnicas indiretas. Embora tenham ocorrido avangos
ainda nao se tem o marcador ideal. O objetivo desta revisao ¢ detalhar a cada uma das vantagens e desvantagens
das técnicas para estimar a sintese de proteina microbiana no rimen e discutir os resultados obtidos utilizando cada
técnica.

Palavras-chave

Acidos nucléicos, marcadores externos, marcadores internos, purinas.

Resumen

La cuantificacion de la sintesis de proteina microbiana en los rumiantes es de gran importancia para evaluar la
calidad nutricional de las dietas. La determinacion de la sintesis microbiana se logra a través del uso de marcadores
microbianos que se clasifican como: Internos (subproductos de los organismos de la panza) y externos (sustancias
administradas a los animales que son incorporadas por los organismos de la panza). Aunque tltimamente ha habido
algunos avances, aun es necesario desarrollar un marcador ideal. Asi que el objetivo de esta revision es detallar
cada una de las técnicas usadas para estimar la sintesis de proteina microbiana en la panza y discutir los resultados
obtenidos al usar cada técnica.

Palabras Clave

Marcadores externos, marcadores internos, dcidos nucleicos, purinas

na nutricdo protéica dos ruminantes. A quantificagdo da
proteina microbiana no rimen como resultado da
fermentacdo microbiana ¢ de interesse porque ha

Introducao

O aumento na producdo de ruminantes pode ser
obtido através da maximizacao da eficiéncia microbiana
ruminal. Trabalhos de pesquisa indica que a proteina
microbiana ruminal (PMR) responde, em média, por
59% da proteina que chega ao intestino delgado®. Essa

] . . - ou externos. O objetivo desta revisdo ¢ detalhar e
proteina pode ser estimada por meio do conhecimento da ,J . )
9 descrever cada técnica, analisar as vantagens e

sintese microbiana %°. . ,

desvantagens de cada uma para uatificar a sintese de
proteina microbianano rumen e discutir os resultados
obtidos utilizando cada técnica.

evidencias que esta pode ser influenciada pela dieta ’.
Os estudos para determinar a contribuicao das proteinas
microbianas como fonte de proteina para o hospedeiro
utiliza marcadores microbianos, que podem ser internos

A importancia da proteina microbiana na nutri¢ao de
ruminantes esta relacionada ao fato desta ser uma fonte
de alta qualidade de aminoacidos (AAs) disponiveis

para a absor¢do, possuir uma digestibilidade aparente
intestinal de aproximadamente 85% e um perfil de AAs
essenciais semelhantes aqueles do leite e dos tecidos.

A determinagdo ou a estimativa do suprimento de
proteina microbiana ¢ uma importante 4drea de estudo

Microrganismos ruminais

Os ruminantes ndo podem sintetizar celulose, mas
podem digeri-la da parede celular de plantas nao
lignificadas,por meio da fermentacdo ruminal. Além
disso, tém desenvolvido uma endosimbiose com o0s
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microrganismos, o que lhes permite viver de uma dieta
cuja principal fonte de carboidratos é a celulose 2.

O ecossistema ruminal ndo pode ser definido em
termos de energia metabolizavel ou energia bruta, somente
pode ser descrito pela quantidade de bactérias proprias
e pelos produtos finais da digestdo ?/; assim, a taxa de
degradacdo da proteina no rimen estd influenciada pela
acdo proteolitica dos microrganismos ruminais e pelo
fluxo do conteudo ruminal 7.

As populagdes de microrganismos variam dentro do
mesmo animal segundo o tempo percorrido depois
da ultima ingestdao do alimento, nos dias apos, e entre
animais com igual alimentagdo em diferentes paises /.
As bactérias criam uma associacdo juntando-se com
microrganismos afins, onde um microrganismo usa 0s
produtos finais do outro para seu crescimento.

Existem marcadas interacdes entre o0s protozodrios
e as bactérias, assim muitos protozoarios ingerem e
digerem as bactérias produzindo uma diminuigao
da biomassa bacteriana, podendo reduzir a taxa de
colonizacdo das particulas do alimento pelas bactérias.
Por outro lado, os protozodrios competem eficientemente
pelos agucares soluveis e pelo amido com as bactérias,
armazenando carboidratos dentro de suas células 34, Para
calcular a contribui¢@o da proteina verdadeira microbiana
digestivel (PVMD) no intestino delgado, ha necessidade
do conhecimento da producdo de proteina microbiana.

Marcadores microbianos

Os marcadores microbianos podem-se classificar em
dois grandes grupos: marcadores internos e externos. Os
marcadores internos sdo constituintes das células
microbianas e por isso ndo precisam ser administrados
aos animais experimentais. Por outro lado, os marcadores
externos devem ser administrados aos animais
experimentais para que sejam incorporados pelos
microorganismos ruminais.

Marcadores microbianos internos

Os principais marcadores internos sdo: Derivados
de Purinas, dacidos nucléicos (&cido ribonucleico
(ARN) e acido desoxirribonucléico (ADN)),

acidodiaminopimélico (DAPA), 4acido aminoetilfos-
fonico (AEPA), perfis de aminoacidos e o ATP. Nesta
revisdo faremos énfase nas primeiras duas técnicas,
por serem as mais utilizadas e aceitas na atualidade.

Derivados de purinas. A obtencdo de dados da producao
de proteina microbiana no ramen tem sido dificeis,
principalmente pelo fato que os métodos estabelecidos
sdo trabalhosos, demorados e requererem animais
implantados cirurgicamente com canulas’®. As pesquisas,
ao longo dos ultimos anos, confirmaram a relacdo entre
producgdo de proteina microbiana e excre¢do urinaria de
derivados de purinas, porem assumiu-se que a absor¢ao
de purinas estaria condicionada a quantidade de proteina
microbiana, estimada a partir da excre¢dao urinaria dos
derivados de purinas (alantoina, acido trico, xantina e
hipoxantina) /2.

Por outro lado foi observada correlagdo positiva entre o
fluxo de N microbiano e a excregao urinaria de derivados
de purinas, comparando os métodos dos acidos nucléicos
microbianos ¢ a excre¢do de derivados de purinas na
urina, observando uma alta correlagdo ?°. Também foi
relatado que a excrecdo urinaria de derivados de purinas
apresentou correlagdo positiva na estimativa do fluxo de
N microbiano no duodeno /# %%,

A excre¢do de derivados de purinas estd diretamente
relacionada com a absor¢do de purinas e, com o
conhecimento da relagdo N purina: N total, na massa
microbiana, a absorcdo de N microbiano pode ser
calculada a partir da quantidade de purina absorvida,
que ¢ estimada por intermédio da excregdo urinaria de
derivados de purinas °.

A excrecdo urinaria de derivados de purinas, pelos
ruminantes, pode ser usada para estimar o fluxo
intestinal de proteina microbiana, uma vez que a
excre¢ao endogena de derivados de purinas e a relacao
quantitativa entre a excrecdo de derivados
de purinas e a absorcdo de purina tenham sido
previamente determinadas’. Segundo o0s mesmos
autores, hd diferengas no metabolismo das purinas,
sendo ja estabelecido que ovinos ¢ Bos taurus diferem
quanto ao nivel de excre¢do enddgena de purinas e a
habilidade de utilizacdo de purinas de origem exogena.

As purinas sdo prontamente absorvidas como
nucleosideos e bases livres no limen do intestino
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delgado e estdo sujeitas a degradag¢do extensiva por
enzimas especificas, como guanina deaminase, adenosina
deaminase e xantina oxidase, em sua passagem pela da
mucosa intestinal. E importante salientar que a extensio
desta degradacdo determina a disponibilidade metabdlica
das purinas a serem utilizadas pelos animais .

Tem-se, por intermédio da acdo da enzima-chave na
degradacao das purinas, a xantina oxidase, a conversao
de hipoxantina em xantina e 4cido urico; este, entdo, ¢

degradado em alantoina, pela agdo da urease °.

Na urina de bovinos, ambas as purinas enddgenas
e exbdgenas tém composicdo semelhante de,
aproximadamente, 85% de alantoina e 15% de acido
urico; xantina e hipoxantina ndo estdo presentes em

quantidades significativas na urina de bovinos 7.

A excrecdo urindria de derivados de purinas pode
ser considerada método simples e ndo-invasivo para
estimar a produgao microbiana, entretanto, de acordo com
Pérez et al. (1996) /?, seu uso necessita de validagio pela
comparagao de estimativas com outras técnicas.

A técnica de determinagdo de derivados de purinas (DP)
para estimar a sintese microbiana assume que todos os
acidos nucléicos de origem dietética sdo degradados
no rimen e que, portanto, todos os acidos nucléicos
que deixam o rumen sdo essencialmente de origem
microbiana. A Figura 1 abaixo mostra de modo
esquematico o principio deste método. As purinas dos
acidos nucléicos microbianos entdo sdo absorvidas,
degradadas e excretadas na urina como seus derivados
(produtos de degradagdo), hipoxantina, xantina,
acido urico e alantoina, conforme pode ser observado na
Figura 2. A excrecao de DP ¢ diretamente proporcional a
absorgdo de purinas ‘.

. oq acidos nucléicos

_—F derivados p excrecdo

® ¢ ¢ dietéticos . B
. e - de purina na urina
purinas purinas
rimen enddgenas ahsorvidas
acidos .e ole
5 . .

nl{l:leu:.os P ’ PR

microbianos ¢ e T

\‘degradadus

Figura 1. Representagdo esquematica do principio do
método de determinacao da excre¢ao urinaria de DP
para estimativa da sintese microbiana em ruminantes®

Os DP urinarios compreendem, portanto, hipoxantina,
xantina, acido urico e alantoina (Figura 2). Estes quatro
estdo presentes na urina de ovinos, caprinos, cervideos
e lhamas, mas apenas acido urico e alantoina sdo
excretados por bovinos e bubalinos. Isto porque bovinos
e bubalinos tem uma alta atividade de xantina oxidase na
mucosa intestinal, degradando, portanto, as bases puricas
a seus derivados mais distantes: acido urico e alantoina.
Nos ovinos, a concentragdo de xantina oxidase no tecido
intestinal ¢ minima °.

Diferengas especificas no metabolismo das purinas tem
sido observadas (26). E importante notar que diferentes
equacdes sdo necessarias para cada espécie animal. As
equagoes desenvolvidas e validadas ate o momento
sd30 para ovinos € bovinos 32, Cabe salientar que foram
desenvolvidas para animais europeus. Os resultados
recentes demonstram que a excre¢do de DP por animais

zebuinos ¢ relativamente menor 26,

As principais limitagdes desta técnica residem no fato
de estar baseada em duas suposicdes. A primeira ¢ que
todo acido nuclé€ico que chega ao intestino delgado ¢ de
origem microbiana. Assumir tal fato ndo compromete a
maioria dos estudos, pois realmente os acidos nucléicos
dietéticos sdo rapidamente e extensivamente degradados
no rumen. Porem had exce¢des que ndo podem ser
desprezadas. Para certos alimentos de origem animal,
principalmente farinha de peixe, tal fato ndo se aplica.
O segundo ponto de limitacdo refere-se a relagdo entre
purinas e proteina nos microrganismos ruminais ser
constante. Ate 0 momento, nao ha informacao suficiente
para tal afirmacao.

Para as coletas de urina, com dura¢ao de 24 horas,
podem-se utilizar funis coletores, adaptados aos animais,
conforme metodologia descrita por Valadares et al. 30.
Da urina total coletada em recipiente contendo 200
mL de H2SO4, a 10%, no periodo de 24 e 12 horas,
apos pesagem e homogeneizacdo, se obtém aliquotas
de 100 mL. Estas amostras devem ter o pH ajustado
abaixo de 3 e foram diluidas 3 a 4 vezes, para evitar
destruicao bacteriana dos derivados de purinas urinarios
e precipitag¢do do 4cido urico.
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Figura 2. Formacao dos DP a partir da degradagdo dos
nucleotideos puricos®.

As analises de derivados de purinas (alantoina, acido
urico, xantina e hipoxantina) podem ser feitas pelo
método colorimétrico, conforme técnica /, descrita por
Chen y Gomes (1992) °. A determinacdo de alantoina
foi descrita por Young e Conway (1942) 3°, e baseia-se
na hidrolise alcalina a 100 °C da alantoina a acido
alantdico, que, posteriormente, ¢ convertido em uréia
e acido glioxilico em solucdo acida. O 4cido glioxilico
reage, entdo, com hidrocloreto de fenilhidrazina, para
produzir fenilhidrazona do acido. O produto forma
um cromogeno instavel, com ferricianeto de potéssio,
que pode ser dosado, colorimetricamente, a 522 nm.

O método descrito por Fujijara et al. (1987) !/, para
determina¢do de &cido urico, baseia-se no tratamento
da amostra de urina com, urease resultando em
alantoina, que ndo absorve ultra-violeta (UV) a 293 nm.
Entdo, a redu¢ao na leitura de absorbancia a 293 nm
foi correlacionada com a concentragao de acido trico.
Para determina¢do de xantina e hipoxantina, pode-se
converter em acido urico pela xantina oxidase e medidas
como acido urico a 293 nm 6,

A técnica de determinacao da producdo de proteina
microbiana pelas bases purinas, usando coletas de
digestas de abomaso, pode ser adotada em experimentos
simultaneos de digestibilidade. Aproximadamente, dois
litros de digesta de rimen de cada animal devem ser
coletados via fistula ruminal, e as bactérias isoladas °.
Ao final dos experimentos, devem ser feitas amostras
compostas para cada ragdo e, para medir a produgdo de
biomassa microbiana, deve-se utilizar as bases purinas,
determinadas 7.

O método da excregdo urinaria de derivados de purinas
pode ser utilizado para estimar a producdo de proteina
microbiana com seguranca. A produ¢do de proteina
microbiana pode ser estimada em fun¢do do consumo
de matéria seca, consumo de NDT e da porcentagem de
fibra em detergente neutro da ragio %>

Acidos nucléicos (ADN e ARN). A utilizacdo do
ADN e especialmente do ARN sdo baseadas nas altas
concentragdes destas substdncias que apresentam
0s microrganismos ruminais 4. Sua utilizagdo como
marcadores microbianos remonta-se aos anos sessenta,
quando diversos autores observaram que a sintese de
proteina microbiana no rimen estava relacionada com o
fluxo total de polinucledtidos . Posteriormente tem-se
utilizado como marcadores microbianos o total de acidos

nucléicos 273 0 ADN / e 0 ARN /6 18

Os dados sobre o contetdo em ARN das bactérias
mostram variagao bastante acentuada, de 3,5 ¢ 5,0 g/100
g MS para bactérias aderentes e livres, respectivamente /8
até 12 g/100 g MS /3. Esta variagdo em parte ¢ atribuida
aos diferentes métodos de analise utilizados, mas,
por outro lado, reflete também o nivel de atividades

metabodlicas das bactérias 2.

Para a estimativa da eficiéncia de sintese de compostos
nitrogenados microbianos, pode-se utilizar as bases
purinas como indicador microbiano, determinando-se
a concentracdo do N-purinico ou ARN equivalente em
isolado de células bacterianas ruminais de amostras
de digesta de rimen e abomaso “7. Segundo estes
ultimos autores, o procedimento combina métodos por
hidrolise de nucleotideos com acido perclorico seguido
por precipitacdo de purinas livres com nitrato de prata,
para a separagdo das purinas de outros compostos. O

procedimento ¢ rapido, simples, preciso e econdmico.

A passagem duodenal de N microbiano ¢ estimada por
este procedimento seguindo alimentacdo com dietas
purificadas e semipurificadas. A degradacao rapida de
acidos nucléicos dietéticos no rumen 7 conduziu ao uso
amplo de acidos nucléicos ou de suas bases constituintes,
as purinas ou as pirimidinas como marcadores para
a determinacdo da sintese microbial da proteina no
ramen. A quantidade de compostos nitrogenados (N)
no abomaso pode ser calculada dividindo-se o fluxo
abomasal de N-ARN pela relagdo N-ARN/N-total das
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bactérias isoladas no rumen. Determinando o fluxo
de MS bacteriana no abomaso pela relagcdo entre o N
microbiano no abomaso e a porcentagem de N na MS
microbiana.

Marcadores microbianos externos

Os marcadores microbianos externos precisam ser
administrados aos animais, para que estes sejam
incorporados pelos microrganismos ruminais. O
procedimento consiste em colocar uma infusao continua
do marcador no raimen dos animais, durante uma periodo
experimental ate alcancar condi¢cdes de equilibrio.
Os principais marcadores externos sio °N, 3P e 3°S

321:)

A utiliza¢do de radiofosforo (3?P) para a determinagio da
sintese microbiana tem mostrado ser bastante eficiente.
Por meio da coleta de amostra do liquido do rimen
pode-se medir a taxa de incorporagdo do radiofosforo in
vitro, avaliando dessa maneira a atividade microbiana.

O método baseia-se na relagdo entre a incorporacao do
fosforo na matéria microbiana e a sintese de proteina,
utilizacdo de amonia e producao de acidos graxos lateis,
em curtos periodos de incubagdes usando ’P como
marcador 3/ 33

A técnica in vitro de incorporagdo de ’P para estimar
sintese microbiana baseia-se na incubagdo de uma
pequena quantidade de amostra com liquido ruminal
em meio tamponado e uma diminuta quantidade
de radioféosforo como marcador de proteina
microbiana. Com base na atividade especifica
do fosforo soluveis (AE) e na incorporagdo do
radiomarcador pelos microrganismos, ¢ possivel
calcular a quantidade total de massa microbiana gerada.

15N

A sintese microbiana ¢é determinada in vivo, com
a utilizagdo do isotopo pesado do nitrogénio (°N).
Uma fonte enriquecida em ’°N (sulfato de amonio
marcado, por exemplo) ¢ fornecida aos animais, ou,

ainda, colocada diretamente no rumen. Esta fonte ¢
metabolizada pelos microrganismos do rimen e proteinas
microbianas sdo sintetizadas com o nitrogénio marcado.
Nas amostras da digesta coletadas no duodeno,
determina-se entdo, a quantidade de proteina microbiana
que passa para o restante do sistema digestorio 7. O
N inorganico tem sido usado amplamente como um
indicador para quantificar a produg¢do de proteina bruta
microbiana em vivo, o mesmo autor relata as diversas
vantagens que resultam em utilizar o °N como um
marcador externo. 1) porque o N é um is6topo estavel
e ndo ¢ um perigo ambiental. 2) geralmente, °N
ndo ¢ encontrado na dieta acima do enriquecimento
natural; de ai que, dosagem intraruminal com sais
do aménio N em estudos a curto prazo marcaram
somente N. 3) °N inorgéanico ¢ relativamente barato “.

358

O isétopo *'S inorganico pode infundido no rimen e ser
incorporado na proteina bruta microbiana. Os métodos
tipicos envolvem dosagem de Na2*’S0+no ramen, onde
¢ reduzido a sulfito *’S e logo € incorporado na proteina
bacteriana através da sintese de novo de cistina e de
metionina. O *’S sera incorporado também em outros
compostos de enxofre, tais como a co-enzima A.
Indiretamente, o 'S marcara proteinas de protozoarios.
Uma amostra “tipica” de microbios ruminais deve ser
isolada para fornecer a relacdo padrdo do indicador.
Todavia, a radioatividade acumulada nos tecidos e no
leite impossibilita seu uso no alimento. Assim, o uso
rotineiro de *S como um indicador microbiano em vacas
leiteiras seria inconveniente por causa dos problemas da
eliminacdo “.

Conclusoes

A utilizagdo de metodologias para conhecer a sintese
microbiana no rumen, tem trazido informagdes
importantes para o entendimento e analises de novos
alimentos, subprodutos e aditivos na nutricio de
ruminantes. Os marcadores microbianos mais utilizados
sd0 os derivados de purinas, os acidos nucléicos (ARN)
e o N, os trés tém sido propostos como marcadores
de elei¢dao por varios autores. Todavia, sdo escassas as
pesquisas comparando estes marcadores, para avaliar a
correlacdo entre eles. Na atualidade a técnica das purinas
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¢ mais utilizada devido as vantagens que esta fornece.
O N apresenta principalmente problemas econdmicos,
pelo alto preco do isétopo e da posterior analise que
precisa o método. A recomendac¢ao na hora de determinar
a sintese microbiana ¢ utilizar mais de um marcador.
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Abstract

The in vitro embryo production (PIVE) in horses is a technique that generates increases in reproductive efficiency
of high genetic and commercial value animals. Despite all the studies that has been made, PIVE is still a
technique with limited access and success, mainly due to difficulties to achieve efficient rates of fertilization
through conventional in vitro fertilization, as well as by the high needs in technical and economic resources
for fertilization using intracytoplasmic sperm injection (ICSI), among other limitations on in vitro embryonic
development. In the world there have been evaluated multiple alternatives for improving the PIVE in horses:
from the use of different means, fluids, cells and molecules, to the use of alternative methods to improve the
rates of fertilization through ICSI with the use of substances such as polyvinylalcohol. This review explores the
research progress and future expectations for the application of the PIVE technique in horses.
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Resumen

La produccion in vitro de embriones (PIVE) en equinos es una técnica que genera incrementos en la eficiencia
reproductiva de especimenes de alto valor genético y comercial. A pesar de todos los estudios que se han
realizado, la PIVE es una técnica con acceso y un éxito limitado, debido principalmente a las dificultades para
alcanzar tasas de fertilizacion eficientes mediante fertilizacion in vitro convencional, al igual que por las altas
necesidades en recursos técnicos y economicos para la fertilizacion mediante inyeccidn intracitoplasmatica
de espermatozoides (ICSI), entre otras limitaciones existentes para el desarrollo embrionario in vitro. En el
mundo, se han evaluado multiples alternativas para el mejoramiento de la PIVE en equinos, desde el uso de
diferentes medios, fluidos, células, y moléculas, hasta la utilizaciéon de métodos alternativos para mejorar las
tasas de fertilizacion como la ICSI en asociacion de sustancias como el polivinilalcohol. Esta revision explora
los avances investigativos y las expectativas futuras de aplicacion de la técnica de PIVE en equinos.

Palabras clave

Embriones equinos, fertilizacion in vitro, ICSL

Resumo

A produgao de embrides eqiiinos in vitro (PIVE) € uma técnica que aumenta eficiéncia reprodutiva em espécies
de alto valor genético e comercial. Apesar de todos os estudos realizados, a PIVE ¢ uma técnica de acesso e
éxito limitados, principalmente devido a dificuldade de se alcangar taxas de fertilizacdo eficientes diante da
fertilizagdo in vitro convencional, grande necessidade de recursos financeiros e técnicos para a fertilizagao
por inje¢do intracitoplasmatica de espermatozdide (ICSI), entre outras limitagdes para o desenvolvimento
embrionario in vitro. Em todo mundo foram avaliadas vérias alternativas para a melhoria da PIVE em eqiiinos,
desde a utilizagao de diferentes meios, fluidos, células e moléculas até a utilizagdo de métodos alternativos para
melhorar as taxas de fertilizacdo como a ICSI em associacao com outras substancias como o alcool polivinilico.
Essa revisdo aborda o progresso da pesquisa e as perspectivas futuras de aplicag¢do da técnica PIVE em eqiiinos.

Palavras-chave

Embrioes eqiiinos, fertilizagdo in vitro, ICSL

Introduccion demuestran que la biotecnologia reproductiva no
es una herramienta nueva en la relacion del hombre

con los animales, dado que algunos pueblos de Asia
La biotecnologia reproductiva permite aumentar la  pfonor alrededor del 2.500 A.C. la utilizaban de
eficiencia reproductiva de los animales mediante el

aprovechamiento de sus rasgos genéticos de valor,
en la busqueda de un mayor beneficio productivo

forma empirica, castrando los machos que no reunian

las condiciones requeridas como reproductores 3%

y rentable para el hombre. Hay evidencias que Para la especie equina se han implementado
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biotecnologias reproductivas como la inseminacion
artificial, la transferencia de embriones, la produccion
in vitro de embriones (PIVE) y la clonacidn, sin
embargo las tasas de éxito para algunas de ellas, se han
visto limitadas ya sea por restricciones de tipo técnico,
o por barreras de tipo fisioldégico propias de dicha
especie. La inseminacion artificial y la transferencia
de embriones han logrado un posicionamiento
significativo en las practicas reproductivas equinas
en paises desarrollados donde esta explotacion es
altamente relevante, sin embargo la difusion de estas
biotecnologias en los denominados paises en desarrollo
es aun muy escasa para el gremio de los productores.

Para el caso de la clonacidén son varios los reportes
de éxito desde los primeros nacimientos de equinos
clonados en 2003, a pesar de esto, la técnica sigue
siendo altamente ineficiente con menos de un 3% de
casos exitosos #/. Para la PIVE en equinos, aunque el
¢xito ha sido menor comparado con la PIVE en otras
especies %, se han logrado valiosos avances en paises
como Estado Unidos, Italia, Holanda y Francia, donde
diversos estudios se han realizado para tratar de mejorar
la eficiencia de la técnica, evaluando los diferentes
factores que pueden interferir en los resultados de la
misma 7 2% %%, Dentro de las principales limitantes
planteadas para este procedimiento, estan la baja
disponibilidad de oocitos, la baja competencia para
el desarrollo de los oocitos usados ¢, las dificultades
para alcanzar altas tasas de fertilizacion in vitro, y
sobretodo en el ambito comercial, los altos costos
técnicos que involucra.

En el desarrollo in vitro de embriones equinos han sido
evaluadas diferentes alternativas como los cocultivos
celulares?”” y la suplementacion de los medios con
moléculas como gonadotropinas, factor de crecimiento
insulinoide I (IGF-I)’, factor de crecimiento epidermal
(EGF)*/, hormonas esferoidales, suero fetal bovino 7 /4,
glucosa ¢, BSA y aminoacidos ?/. A pesar de esto,
la eficiencia de la técnica aun es limitada respecto
a la obtencion de embriones viables para los
procedimientos de reproduccion asistida en esta
especie. El objetivo de esta revision es estudiar algunas
consideraciones importantes acerca de la produccion

in vitro de embriones equinos y las perspectivas
futuras de investigacion y aplicacion en el campo de
la biotecnologia.

La biotecnologiay produccién
de embriones equinos in vitro

Una variedad de técnicas de reproduccion asistida
han sido implementadas en la reproduccion equina.
La fertilizacion in vitro (FIV), la transferencia de
oocitos y embriones, la inyeccion intracitoplasmatica
de espermatozoides (ICSI), y la transferencia nuclear
han sido desarrolladas con gametos equinos. Sin
embargo la baja eficiencia de estos procedimientos ha
impedido su aplicacion comercial #. El primer reporte
de fertilizacion in vitro en equinos se dio en 1989 7,
y la mayoria de las investigaciones reportan tasas de
fertilizacion in vitro de oocitos equinos entre 4 'y
33% 7.

Las técnicas de maduracion in vitro (MIV) de oocitos,
de FIV convencional, y de cultivo de cigotos hasta el
estado de blastocistos han sido inadecuadas para la
especie equina #/. Se ha reportado escasos nacimientos
de potros por FIV convencional, mientras con la
implementacion de ICSI ?/ 3%, multiples nacimientos
han sido logrados principalmente por transferencia
de cigotos post-clivaje, y en menor medida por la
transferencia de blastocistos producidos in vitro!? 334!,

Un estimado adecuado de la competencia de los
oocitos esta dado por su habilidad para desarrollarse
en blastocistos, y luego por la capacidad de estos
embriones para establecer una gestacion que conduzca
al nacimiento de una cria viable ?°. La produccion in
vitro de embriones equinos ha tenido un éxito limitado,
posiblemente relacionado con la baja competencia
para el desarrollo de los oocitos usados ¢, la cual es
influenciada no solo por el ambiente de cultivo, sino
también por las condiciones de maduracion de los
mismos 2.

Una de las dificultades en el desarrollo de estudios de
PIVEparalaespecieequinaeslalimitadadisponibilidad
de oocitos, dado que una de las principales fuentes para
su obtencion son las plantas de faenado equino, las
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cuales son poco comunes en muchos paises respecto
aquellas dedicadas al sacrificio bovino y de otras
especies. Adicionalmente la fisiologia ovarica de esta
especie limita el numero de foliculos presentes en el
ovario, por lo cual se hace necesario recurrir a técnicas
como aspiracion folicular, la diseccion de foliculos y el

22,24

raspado de la pared folicular de los ovarios con el

fin de maximizar el numero de estructuras recuperadas.

La maduracion in vitroy la
suplementacion de los medios

Las tasas de MIV de oocitos equinos son del 50%
al 75%, las cuales son menores a las obtenidas en
otras especies #’. Para ganar en el entendimiento de
las razones por las cuales las tasas de maduracion
de oocitos equinos son bajas, y para seleccionar
poblaciones de oocitos capaces de madurar in vitro,
se ha planteado el uso de la aspiracion transvaginal
guiada por ultrasonido. Sin embargo la coleccioén de
oocitos por este método solo produce 0.7 oocitos por

ciclo %2,

Goudet et al. (1998) ? realizaron aspiracion folicular
a un grupo de yeguas que se encontraban en diferentes
etapas del ciclo estral, y evaluaron la competencia
de los oocitos para la maduracion; encontrando que
los oocitos obtenidos de yeguas finalizando la fase
folicular, tienen una tasa de maduracion mayor (51%),
a diferencia de las encontradas en yeguas en fase lutea
(34%), y durante la fase folicular (15%).

Son maultiples los factores relacionados con las
condiciones de cultivo in vitro, que afectan la
maduracion, lafertilizaciény el desarrollo embrionario.
La duracion ideal de la MIV para lograr tasas 6ptimas
de FIV es atn un parametro en discusion 27, Hinrichs
et al. (1993) 2%, determinaron que no existe un efecto
significativo de la duracion de la MIV (24 o 42h)
sobre la tasa de FIV. El estado de compactacion de la
granulosa en oocitos inmaduros también es un aspecto
importante, dado que los oocitos con un cumulos
compacto toman mas tiempo en madurar que los oocitos
con un camulos expandido %% ?% % adicionalmente,

las tasas de maduraciéon nuclear son superiores en
oocitos expandidos respecto a los oocitos con cumulus
compacto ¢, y las tasas de FIV para los primeros han
sido igualmente reportadas como superiores (30% vs.
14%) 2.

La composicion de los medios para la MIV de oocitos
equinos es en la actualidad uno de los aspectos mas
relevantes a analizar. Se han evaluado alternativas
como la suplementacion del medio de MIV con
cé¢lulas de la granulosa, dado que existen antecedentes
en el mejoramiento de las tasas de maduracidon para
oocitos bovinos y porcinos. Sin embargo, resultados
de investigaciones realizadas por Sepulveda et al.
(2003) #°, no arrojaron diferencias respecto a la
utilizacion de medios de maduracion libres de células
de la granulosa.

Cuando los oocitos son madurados con un 20% de
fluido folicular han sido incrementadas las tasas de
FIV después de ICSI, mas no para el caso de la FIV
tradicional /8. Se reportan tasas de produccion in vivo
de blastocistos a partir de oocitos MIV del 17% #, y
tasas de prefiez del 10% 3, por lo que se han asociado
las bajas tasas de FIV con la MIV, por lo cual es
necesario mejorar la competencia de los oocitos en la
maduracion.

Aguilar et al. (2007) ! evaluaron la maduracion nuclear
en oocitos madurados in vitro en medios suplementados
con TCM-199 o fluido folicular (FF), y la habilidad de
desarrollo de los embriones después de ser transferidos
a las yeguas. Encontrando que el porcentaje de oocitos
que avanzaron en la meiosis hasta metafase II, fue
significativamente superior para el medio con FF
(77.3%), respecto al medio con TCM-199 (46.8%).
Después de realizar la transferencia, fueron pocos los
oocitos madurados en FF y fertilizados in vivo que
desarrollaron embriones in vivo (4.4%, 3/68), mientras
en el caso de los oocitos madurados en TCM-199, no se
desarrollaron embriones (0/58). En estudios realizados
por Hinrichs et al. (1993) %%, encontraron que para la
MIV de oocitos equinos en 100% fluido folicular (FF)
se alcanzan mayores tasas de FIV 13-24%, respecto al
uso de medio de maduracion con 20% de FF (0-12%).
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Lydia et al. 3 sugieren que la adicion de suero de
yegua en estro y de FF en el medio TCM-199 mejora
los resultados en términos de la proporcion de oocitos
que alcanzan la madurez.

Otras moléculas han sido identificadas

relevantes en la composicion de los medios y por ende
en los resultados de la PIVE en equinos. El IGF-I ha
sido demostrado como un suplemento que mejora

como

la maduracidon nuclear y citoplasmética de oocitos
equinos segln la suplementacion hormonal realizada 7.
El factor de crecimiento epidérmico (EGF) ha
demostrado promover la maduracién de oocitos. Al
cultivar oocitos en medio TCM199 durante 36 horas
y posteriormente someterlos al cultivo con EGF y dos
inhibidores especificos de tirosina quinasa, se obtiene
que los oocitos cultivados presentan un aumento
significativo en la incidencia de la etapa de metafase
I (70.4%), comparados con el tratamiento libre
de EGF (22.5%) 3. Por otro lado se ha demostrado
que la interleucina 1 (IL-1) induce la maduracion de
oocitos, pero reduce la tasa de prefiez 14 dias después
de la ovulacion, mientras en evaluaciones in vitro se
encontrd que la IL-1 no tiene un efecto positivo en la
maduracion y que por el contrario puede interferir con
la fecundacion y desarrollo embrionario temprano °.

Para el caso de la hormona del crecimiento (GH), se
encontr6d que su adicion al medio de MIV, aumenta la
expansion de las células del cumulo, dado que en una
investigacidon con oocitos recolectados por aspiracion
folicular guiada por ultrasonido, se observaron
porcentajes de expansion del cumulo del 29%
(14/48) cuando se adicion6 la GH, y del 13% (6/47)
cuando se realizé el proceso en ausencia de ésta 4.

Factores que afectan la fertilizacion
in vitro de oocitos equinos

Desde la primera fertilizacion in vitro exitosa de
oocitos equinos madurados in vitro, reportada por
Del Campo et al. (1990) /%, se han explorado diversas
alternativas con el fin de incrementar la produccion
de embriones por esta via. Hasta el desarrollo de la
fertilizacion por ICSI, las tasas de desarrollo in vitro

de embriones equinos fue muy reducida, por lo cual se
hizo necesaria la combinacion de procesos in vitro € in
vivo durante para mejorar las tasas de produccion de

embriones y la obtencion de gestaciones a termino 734,

Con el fin de incrementar la habilidad de FIV en los
oocitos equinos, se ha planteado que la maduracion
citoplasmatica debe darse de una manera paralela a la
maduracion nuclear #°, para lo cual ha sido descrito
como fundamental, el estimulo de la hormona
luteinizante (LH), dado que en condiciones naturales,
el desarrollo de los oocitos no puede continuar hasta
que los foliculos maduros en el estado preovulatorio
son estimulados por dicha hormona, la cual induce la
maduracion del oocito y la ovulacion 4.

Al observar reaccion acrosémica en espermatozoides
equinos, después de tratamientos de capacitacion
de semen, y tras reportes de la observacion de la
unidén espermatozoide-zona, la principal barrera
para la FIV en equinos parece ser la penetracion de
la zona peltucida en oocitos madurados in vitro, por
el endurecimiento espontaneo de la misma, por una
liberacion prematura de los granulos corticales
demostrada para los oocitos equinos /7, por lo cual se
ha experimentado con la remocion parcial o completa
de la zona pelicida 2. Algunas alternativas como
la maduracion de oocitos in vivo, y la fertilizacion
por ICSI han sido instauradas en la busqueda de
mejorar las tasas de FIV /8% 24 Choi et al. (2002) !
encontraron que la competencia de desarrollo in vivo
e in vitro de oocitos fertilizados mediante ICSI con
espermatozoides frescos, congelados-descongelados,
y sin tratamiento de activacion, no presenta diferencias
significativas. Bedford et al. (2004) 3 encontraron que
la implementacion de ICSI resulta en la induccion de
oscilaciones en la liberacion de calcio requerido para
la activacion del oocito durante la fertilizacidén y su
posterior desarrollo embrionario.

Al igual que para la optimizacion de la MIV, para la
FIV en equinos se ha evaluado la influencia de diversas
moléculas sobre la tasa de FIV. Choi et al. (2003) /¢
evaluaron el efecto del polivinilalcohol (PVA) y la
albimina sérica bovina (BSA) sobre la penetracion
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de oocitos con zona pelicida parcialmente desnuda,
encontrando que el porcentaje de oocitos fertilizados
con espermatozoides tratados con PVA (54%, 23/43)
fue mayor que los tratados con BSA (11%, 5/43).

Un estudio reciente demuestra la importancia
de la capacitacion y la hiperactivacion de los
espermatozoides para el logro de una FIV convencional
exitosa, al realizar la induccion de estos fendomenos
mediante el uso de procaina, alcanzando porcentajes

de fertilizacion de oocitos equinos hasta del 60.7% 9.

Condiciones para el cultivo in vitro
de embriones equinos

El cultivo in vitro (CIV) de embriones equinos ha
tenido bajo ¢éxito comparado con el logrado con
embriones de otros animales domésticos ?. Diferentes
enfoques han sido explorados para el mejoramiento
del CIV. El cocultivo de cigotos con células somaticas,
y el cultivo de estos en medios definidos libres de
células como fluido oviductal sintético (SOF) y medio
Eagle Dulbecco modificado (DMEM) han producido
bajos porcentajes de cigotos promedio del 15% ¥ 2.
Choi et al. (2000) 13
las tasas de desarrollo de embriones, al comparar un

no observaron diferencias en

medio condicionado con trofobldsto con un medio
quimicamente definido para el cultivo de cigotos
equinos. Las tasas de desarrollo fueron bajas (<5%).

Pocos trabajos han sido desarrollados sobre el efecto
de factores especificos del medio para el desarrollo de
embriones equinos in vitro. En estudios recientes una
variedad de medios han permitido un buen desarrollo
de embriones de 4 dias (8 a 16 células), y han sido
alcanzadas tasas de blastocistos del 25% al 35%
usando medios de cultivo como medio DMEM/ F-12
con 10% de suero fetal bovino, en una mezcla de gases
de 5% 02, 5% CO2 y 90% N2, a 38.2 °C. De igual
forma el desarrollo de embriones equinos en morulas y
blastocistos ha sido mayor en medio SOF modificado
y suplementado con 1.5 mM de glucosa, y por el
cultivo inicial en SOF modificado con la transferencia
aproximadamente al dia 5 a medio DMEM/F-12 %.

Potros obtenidos mediante las técnicas de produccion
in vitro e ICSI han sido conseguidos de la transferencia
de embriones tempranos en los oviductos de receptoras
36, Sin embargo, es deseable el logro de un sistema
completo que soporte el desarrollo de embriones
equinos por produccion in vitro, transferibles a nivel
uterino antes que para transferencia oviductal. Dado
que las tasas maximas de gestacion (50%) han sido
alcanzadas por transferencia de cigotos derivados de

ICSI al oviducto de yeguas tratadas con progesterona
21,42

Conclusiones

Para lograr el nacimiento de crias vivas a partir
de embriones resultantes de procedimientos de
reproduccion asistida para la especie equina, ha sido
necesario el avance de las técnicas de producciéon de
embriones, desde la combinacidn de procesos in vivo e
in vitro, y la obtencion hace apenas dos décadas de los
primeros embriones equinos producidos totalmente
in vitro, hasta los recientes avances en las técnicas de
fertilizacion y cultivo embrionario.

Con el uso de diversidad de sustancias, condiciones
de cultivo e instrumentos tecnologicos se ha
pretendido mejorar cada vez las tasas de maduracion,
fertilizaciéon y desarrollo embrionario, con lo cual
se ha incrementado sin duda la calidad embrionaria,
los resultados de la fertilizacion, y por ende la
eficiencia en la produccion de embriones viables.

Entre los métodos para la fertilizacion, la técnica
ICSI ha demostrado ser la alternativa mas viable
para mejorar las tasas de fertilizacion, sin embargo
sus altos costos y necesidades de especializacion
técnica, se convierten en una restriccion sobretodo

para la difusiébn comercial de este proceso.
Los medios de desarrollo embrionario para
equinos requieren aun ser lo suficientemente

estudiados, dado que los componentes exitosos
en la producciéon de embriones de otras especies
animales no siempre son los Optimos para los
embriones equinos, lo que sugiere que deberan ser
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maximizados los esfuerzos investigativos futuros
para el mejoramiento de la técnica y sus resultados.

La produccion in vitro de embriones equinos es
una biotecnologia que podra ayudar a incrementar
la eficiencia reproductiva, sobretodo en los paises
con sectores pecuarios avidos de crecimiento,
siempre y cuando se logre maximizar la difusion y
comercializacion de la técnica y sus resultados, para
diseminar la genética de alta calidad productiva, y
preservar las caracteristicas genéticas de los animales.
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Toxicity with phenylbutazone in a horse: a case report*

Intoxicacion con fenilbutazona en un equino: reporte de un caso
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Abstract

It is described a clinic case of an equine that developed severe digestive lesions after taking high dosage of
phenylbutazone to treat a lameness. At the moment of checking, it had nine days of evolution. Since its arriving
to the hospital, it was seen an intense lameness of the four limbs, dehydration and fetid diarrhea. After the physic
exam, the interrogatory and the diagnostic aids it was proposed a diagnosis of traumatic laminitis, ulcerative
gastritis and colitis by intoxication with Non-steroidal anti-inflamatory drug (NSAIDs). The condition became
worse despite the therapy and when the neurological signs were presented. It was suggested the euthanasia.
During the necropsy, it was seen severe lesions in the gastrointestinal tract, hooves and brain. The objective
of this article is to describe la symptomatology, therapy and evolution of the intoxicated patient with NSAIDs.

Key words

Colitis, intoxicated, non-steroidal anti-inflamatory drug, phenylbutazone, ulcerative gastritis.
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Resumen

Se describe el caso de un equino que desarrolld graves lesiones digestivas después de recibir dosis altas
de fenilbutazona (FBZ) para tratar una claudicacién. Al momento de la consulta tenia 9 dias de evolucion.
Desde su llegada al hospital, se observo cojera grave de las cuatro extremidades, deshidratacion y diarrea
fétida. Luego del examen fisico, la anamnesis y las ayudas diagnosticas se propuso un dictamen de laminitis
traumadtica, gastritis ulcerativa y colitis por intoxicacion con antiinflamatorios no esteroides (AINES). La

condicion empeord a pesar de la terapia y cuando se presentaron signos neuroldgicos se sugirid la eutanasia.
Durante la necropsia se observaron lesiones graves en el tracto gastrointestinal, cascos y encéfalo. El objetivo
de este articulo es describir la sintomatologia, terapia y evolucion de un paciente intoxicado con aines.

Palabras clave

Antiinflamatorios no esteroides, colitis, fenilbutazona, gastritis ulcerativa, intoxicacion.
Resumo

Descreve-se o caso de um cavalo que desenvolveu lesdes digestivas graves apos receber altas doses de
fenilbutazona (FBZ) para tratar uma claudicagdo. No momento da consulta havia 9 dias de evolugdo. Desde
sua chegada ao hospital, observou-se manqueira grave nas quatro extremidades, desidratagdo e diarréia fétida.
Apos o exame fisico, a anamnese e os meios diagndsticos concluiu-se se tratar de laminite traumatica, gastrite
ulcerativa e colite por intoxicagdocom anti-inflamatérios nao esterdéides (AINES). A condi¢do piorou apesar
do tratamento e, quando apresentou sinais neurologicos, sugeriu-se a eutandsia. Na necrdpsia observaram-se
lesdes graves no trato gastrointestinal, cascos e enféfalo. O objetivo deste trabalho ¢ descrever os sintomas, o
tratamento e a evolugdo de um paciente intoxicado com AINES.

Palavras-chave

Anti-inflamatorios ndo esterdides, colite, fenilbutazona, gastrite ulcerativa, intoxica¢do

Introduccion

En equinos el uso indiscriminado de AINES para integridad de la mucosa intestinal y gastrica’’. Los
tratar afecciones musculo esqueléticas es comun. AINES causan disrupcion de la barrera epitelial lo
Las lesiones por toxicidad debidas a estos farmacos que resulta en una permeabilidad incrementada a las
aparecen con frecuencia a  nivel géstrico, pero toxinas bacterianas®’.

también, es posible observar colitis grave, insuficiencia - '
La colitis del colon dorsal derecho esta asociada al

suministro de AINES a dosis altas. La enfermedad ha
Los AINES causan ulceracion de la mucosa gastrica al ~ sido inducida en caballos que reciben FBZ y una racion

inhibir la ciclooxigenasa y suprimir la produccion de reducida de agua, lo que sugiere que la administracion
prostaglandinas, las cuales son vitales para mantener la de este medicamento en un animal deshidratado es un

renal o una combinacién de estas condiciones®’.
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factor de riesgo’. De otra parte, la condicion también
se observo en animales que reciben una dosis correcta
de AINES, al parecer debido a una sensibilidad

individual a los efectos toxicos de estos farmacos?.

Otras causas documentadas de colitis aguda en el
caballo incluyen bacterias (Salmonella spp, Clostridium
spp), rickettsias (Neorickettsia risticii), parasitos
(Cyatostomas), y disbiosis bacteriana debido a la
terapia con ciertos antibidticos ?. La etiologia mas
comun de brotes de colitis es la salmonelosis, mientras
que brotes debido a clostridium o rickettsias son raros’>.

La colitis equina es una grave condicién que pone en
peligro la vida del animal, se caracteriza por diarrea
profusa originada por una liberacion abundante de
mediadores de la inflamacion e infiltracién de neutrofilos
en la mucosa y submucosa del o6rgano. Durante la
enfermedad se produce mala absorcion de acidos grasos
volatiles y alteraciones metabdlicas que llevan a un
balance energético negativo y catabolismo de los tejidos
corporales’. Con frecuencia la severidad de la condicion
demanda varios dias de terapia intensiva, donde deben
considerarse el reemplazo de fluidos, -electrolitos,
proteinas plasmaticas, modificaciones en el estado
inflamatorio y antibioterapia®.

Los signos clinicos de la colitis equina son el resultado
de la respuesta inflamatoria y la endotoxemia. Fiebre
o temperatura subnormal, taquicardia y taquipnea
son consistentes con una respuesta inflamatoria
sistémica’. Otros signos clinicos incluyen letargia, ileo
o hipermotilidad, membranas mucosas congestionadas,
deshidratacion e hipovolemia por diarrea acuosa
abundante. En forma paraddjica algunos caballos
presentan ileo adindmico y ausencia de defecacion a
pesar de la colitis grave, estos pacientes suelen mostrar
dolor abdominal severo, lo que dificulta el diagnostico
con una lesion obstructiva o isquémica del intestino’.

Los pacientes con colitis pueden sufrir complicaciones
como laminitis, tromboflebitis, infarto del colon y

diseminacion de bacterias a otros 6rganos’.

El objetivo de este reporte es describir la sintomatologia,
terapia y evolucion de un equino que recibi6 dosis altas
de AINES, desarrollando una colitis grave y otras
lesiones digestivas.

Caso clinico

Anamnesis

Al Hospital Veterinario “Diego Villegas Toro” de
la Universidad de Caldas fue presentado un equino
macho, criollo colombiano, de 10 anos de edad con
historia de 9 dias de enfermedad. El animal pesaba
263 kg, y su condicion corporal era de 3.5 sobre 9.

El animal fue sometido a una dura cabalgata por
caminos pavimentados, al otro dia se rehusaba
caminar y a partir de este momento no volvié a comer
normalmente y preferia estar en decubito. También
se reportd diarrea fétida el dia anterior a la consulta.

El propietario lo tratdé con FBZ 2 gr / cada 12 horas/
via IV / 8 dias y fluidos parenterales, pero su condicion
no mejord. Igualmente se  inyectd con flunixin
meglumina, pero no fue posible precisar la cantidad y la
frecuencia de las aplicaciones de este farmaco. Tampoco
se pudo esclarecer como fue la terapia de fluidos.

Examen fisico

Cuando el animal descendi6 del camion se hizo evidente
una gran torpeza para caminar por dolor intenso
en las cuatro extremidades. Las constantes vitales
registradas fueron temperatura 38,4 °C, frecuencia
respiratoria 24 por minuto, frecuencia cardiaca 88
por minuto, mucosas congestivas, tiempo de llenado
capilar 3 segundos, hiperperistaltismo en los cuatro
cuadrantes y pulso digital muy evidente al tacto
en las cuatro extremidades. La palpacion del surco
coronario en las extremidades reveld hundimiento en
las posteriores. Se calculd una deshidratacion del 8%.

Plan diagnostico

Se recomiendan radiografias laterales de los cascos en
las cuatro extremidades, hemograma completo y quimica
sanguinea (creatinina, BUN, ALT, AST, GGT y fosfatasa
alcalina). Para la radiografias se procedié a colocar un
alambre en el aspecto mas dorsal de las pinzas y una
tachuela en la punta de la ranilla, ambas marcas actian
como punto de referencia para determinar la posicion de
la tercera falange dentro del casco. En las radiografias
se observd angulacion entre el aspecto dorsal de la
tercera falange y la pared del casco en las extremidades
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posteriores, ademas se constaté que la distancia entre
la falange y la pared del casco era de 23 mm, lo que
confirmo el diagnodstico de laminitis.

En el hemograma se encontrd leucocitosis (23400
células/mm?®) con bandas (11%), mientras que en la
quimica sanguinea no se observaron anormalidades.

Sobre los hallazgos fisicos, los datos de la anamnesis
y los hallazgos radiograficos y de patologia clinica
se defini6 un diagndstico presuntivo de laminitis
traumatica, gastritis ulcerativa y colitis, posiblemente
por intoxicacion con AINES.

Plan terapéutico y evolucion

Desde su llegada al centro hospitalario la diarrea se
torn6 severa, fétida y hemorragica. Se retiraron las
herraduras y el animal se puso en una pesebrera con
cama alta. El paciente no volvio a ingerir alimentos y
solo bebia cantidades pequefias de agua. Se instauro
terapia de hidratacion con Ringer lactato, considerando
un 8 % de deshidratacion, mas el mantenimiento
(50 ml/kg/dia)y las pérdidas adicionales. Se prescribieron
antibioticos, ceftiofur (2.2 mg/kg/ cada 12 horas/IV) y
gentamicina (4.4 mg/kg/ cada 24 horas/IV), ranitidina
(1.5 mg/kg/ cada 8 horas/IV), dimetil sulféxido (25 ml
en suero fisioldgico hasta una concentracion del 10%) y
acepromacina (10 mg/ animal/ cada 12 horas/IM).

No se observd mejoria clinica con el paso de los dias y
su estado fue deteriorandose progresivamente. Hacia el
cuarto dia se apreciaron signos de dafio a nivel de sistema
nervioso central como ceguera, marcha en circulo, déficit
propioceptivo (Figura 1) y apoyo de la cabeza contra las
paredes de la pesebrera. Posteriormente aparecido edema
en las extremidades posteriores y el prepucio (Figura 2).

-
J

Figura 1. Fallos en la propiocepcion que se evidencian
por la estancia con las extremidades cruzadas.

[62]

Figura 2. Edema del prepucio, abdomen y
extremidades, que se produjo como consecuencia de la

disminucion en la presion oncoética, debido a pérdida
intestinal de proteinas.

Hacia el dia séptimo se presentd tromboflebitis en
la yugular derecha, lo que obligd a canular una de la
venas cefalicas para administrar los fluidos y los
medicamentos.

La respiracion se hizo disnéica y el animal no volvid
a beber, se le pas6 una sonda nasogastrica para
suministrarle fluidos por via oral. La pérdida de peso
fue muy notoria (condicidon corporal 2) y ante los
signos de enfermedad multisistémica se decidio la
eutanasia el dia nueve de su arribo al centro hospitalario.

Hallazgos de necropsia

Los hallazgos mas significativos de la necropsia
incluyeron gastritis generalizada, se encontr6 una ulcera
de 5 centimetros de didmetro en la region glandular
que casi perforaba la pared gastrica (Figura 3). Severa
y generalizada inflamacion en mucosa del intestino
delgado y ciego, colitis severa muy extensa con areas
hemorragicas, edematosas y necrdticas multifocales
(Figura 4). En rifones, se observaron areas multifocales
de infarto en la corteza renal. En pulmones se observo
congestion y edema generalizado, areas nodulares
multifocales que al incidirlas contenian un material
blanco caseificado. En cerebro se evidencioé congestion
moderada de las meninges y en la region frontal una zona
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con hemorragia severa y malacia compatible con un
absceso (Figura 5). Los cascos se cortaron con una sierra
oscilante de manera paralela al eje podal, se descubrio
rotacion de la tercera falange en los cascos posteriores.

Durante la necropsia se recolectd contenido de
intestino delgado y colon, al cual se le realizo cultivo
bacterioldgico, en este cultivo crecieron bacterias del
género Rhodococcus spp.

Figura 5. La flecha sefiala un area de malacia en la
corteza cerebral, compatible con un absceso.

Hallazgos histopatologicos

Los hallazgos histopatolégicos mas importantes
incluyeron, a nivel renal una severa y generalizada
dilatacion de la cépsula de bowman y de los tibulos,
presencia intratubular de material compatible con
proteina y cristales de urato. En el cerebro se hall6 una
severa y generalizada infiltracion de neutrofilos, tejido
Figura 3. Gastritis severa y generalizada, con necroético en la zona compatible con un absceso. A nivel
ulceracién en la porcién glandular del estomago de pulmoén, se observaron granulomas multifocales y
(flecha azul). hemorragia de forma diseminada y moderada. En el

estbmago se encontrd una area de cicatrizacion severa y
células inflamatorias de forma diseminada; en el colon se
observo la mucosaedematosay una generalizaday severa
presencia de células inflamatorias de tipo mononuclear.

Discusion

En este paciente la claudicacion producida por la
laminitis traumatica motivo la aplicacion de FBZ
y otros AINES de manera inapropiada y produjo
toxicosis a nivel gastrico y colénico. Los efectos
toxicos de la FBZ, se observan principalmente a
nivel del tracto gastrointestinal en forma de tulceras
gastricas 'y colitis necrotizante con pérdida de
proteinas®, los hallazgos de lesiones compatibles
durante la necropsia confirmaron el diagndstico.
El uso indebido de AINES para el tratamiento
de condiciones ortopédicas resulta en toxicidad
gastrointestinal y/o renal >7?. Aunque las lesiones en el
rifiiéon son maés frecuentes si el animal esta deshidratado®.
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Figura 4. Mucosa del colon mayor inflamada, ulcerada

y severamente edematizada.




La anorexia y la diarrea generaron deshidratacion en
este animal, y si bien, los niveles de creatinina y BUN
estaban en limites normales durante el primer analisis
sanguineo, los hallazgos histopaldgicos descubrieron
que se desarrollaron dafos renales varios dias después,
posiblemente como una consecuencia de la colitis grave,
la cual se acompafia de septicemia, toxemia y mala
perfusion tisular, condiciones que explicarian la aparicion
de las lesiones a nivel renal en los dias que siguieron a la
diarrea.

Los AINES causan nefropatias al inhibir la sintesis
de prostaglandinas vasopresoras que regulan el flujo
sanguineo renal, la filtracion glomerular, el trasporte
tubular de iones, la liberacion de renina y el metabolismo
del agua®. La aplicacion de FBZ de manera inapropiada
posiblemente cred en este paciente las condiciones
adecuadas para que una vez, el estado inflamatorio del
colon se hiciera grave, se desarrollara dafio renal varios
dias después del arribo al hospital.

Las lesiones gastricas e intestinales que induce la
FBZ son el resultado de la injuria microvascular y
la disminuciéon en la produccion de moco por bajas
concentraciones de prostaglandinas’. Ademas, al inhibirse
la via metabolica del 4cido araquidonico a través del
bloqueo en la ciclooxigenasa, se incrementa la via de la
lipooxigenasa, lo que aumenta los leucotrienos, acidos
hidroxiperoxi-eicosatetranoicos y radicales libres que a
su vez también son gastrolesivos’?.

La toxicidad de los AINES depende de su accion selectiva
sobre la ciclooxigenasa 1 y 2, como ambas enzimas
estan presentes en el tracto gastrointestinal y en el rifion,
todos los AINES pueden causar en mayor o menor
grado lesiones en esos Organos’, si bien, es mas dificil
causar toxicidad si se utilizan AINES COX 2 selectivos,
desafortunadamente su uso en grandes animales es
prohibitivo por el costo’/.

Los equinos estan predispuestos a sufrir de ulcera
gastrica cuando se medican con AINES, principalmente
si el animal estd anoréxico, debido a que en el estomago
vacio el pH géastrico es muy 4cido’’. En este paciente
el diagnostico de gastritis ulcerativa se confirmo6 durante
la necropsia, cuando se tiene acceso al endoscopio, esta
ayuda permite confirmar el dafio a la mucosa gastrica de
manera rapida y no invasiva.

La colitis inducida por AINES casi siempre se limita al

colon dorsal derecho, ocasionalmente también se observa
colitis generalizada®. Los hallazgos de necropsia en este
animal demostraron que todo el colon se afecto (Figura
4) y también fue evidente una gran ulcera a nivel de la
porcion glandular del estomago (Figura 3). La toxicidad
por AINES a nivel gastrico generalmente afecta la
porcion glandular del estomago’’, mientras las ulceras
espontaneas suelen producirse cerca al margo plicatus en
la porcion no glandular /%77,

Como el paciente de este reporte resultd gravemente
cojo después de un trabajo excesivo en suelos duros,
es posible suponer que el estrés mecanico al que fue
sometido origind laminitis traumatica. Mediante el
examen fisico del animal al momento del arribo al
hospital se establecid que existia pulso digital mas
evidente al tacto en las cuatro extremidades y gran
dificultad para deambular, el estudio radiografico
permitié confirmar el diagnostico, debido a que en
las extremidades posteriores se observé rotacion de la
tercera falange, signo tipico de la enfermedad.

Una vez se presento la claudicacion, el animal se traté
con inyecciones de FBZ, y flunixin meglumina. La
susceptibilidad al cuadro de intoxicacién por FBZ
varia de acuerdo a laraza, duracion del tratamiento, via
de administracién y la dosis; Incluso, algunos equinos

pueden desarrollarla con las dosis terapéuticas >°.

Posterior al inicio del tratamiento con FBZ la
anorexia se hizo pronunciada y aparecieron los signos
de diarrea fétida y severa. Datos que concuerdan con
los reportes de literatura donde se describe que los
signos iniciales de toxicidad gastrointestinal por FBZ
incluyen inapetencia, depresion, diarrea, pérdida de
peso y a veces colico’.

Cuando el paciente ingreso al hospital la diarrea
empeord, lo que impuso aumentar la terapia de
fluidos, el propietario fue advertido de la necesidad
de transfusiones de plasma o aplicaciones de coloides
para prevenir la aparicion de hipoproteinemia,
y la subsecuente ocurrencia de edemas, pero las
restricciones econémicas impidieron implementar este
tratamiento. Se observo entonces edema periférico
varios dias después, mds intenso en el prepucio.

La literatura refiere que en la colitis, ocurre una
infiltracion de células inflamatorias y un aumento de la
permeabilidad capilar a nivel de la mucosa y submucosa
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que conduce a edema, por pérdida de proteinas a la
luz intestinal, con reduccidén considerablemente de la
presion oncotica del plasma’.

Siete dias después del ingreso al hospital, el paciente
desarrolld una trombofiebitis que obligd, a utilizar
otras venas para medicar el animal. La tromboflebitis
es una condicion frecuente en los equinos, puede tener
diversas etiologias, pero es muy notoria en animales
toxémicos, también puede originarse cuando se medican
farmacos irritantes por via intravenosa como la FBZS,

Los hallazgos de necropsia e histopatologia dan cuenta
de lesiones pulmonares de caracter granulomatoso,
este tipo de lesion es tipico de procesos cronicos,
posiblemente el animal presentaba wuna lesion
compensada en el pulmoén de caracter insidioso que se
descompens6 durante la crisis de septicemia y toxemia
propias de la colitis, lo que explicaria la disnea que
se observo hacia el dia séptimo de hospitalizacion.

Con respecto a la presencia del Rhodococcus equi
en el cultivo tomado del contenido intestinal, debe
interpretarse con cautela, ya que esta bacteria es un
habitante normal del intestino del equino, sin embargo, en
condiciones de inmunodepresion puede causar colitis?,
Los signos neuroldgicos como: aparente ceguera,
marcha en circulo, apoyo de la cabeza contra los
muros y fallos en la propiocepcion hicieron pensar
en un émbolo séptico a nivel del SNC originado
posiblemente en el colon inflamado, la necropsia y
posterior examen histopatoldégico confirmaron esta
sospecha, en otros reportes la metéastasis bacteriana
desde el colon a oOrganos distantes se ha descrito’’.

Por ultimo, es importante que la formulacion de AINES
se realice de manera juiciosa, sin exceder no sélo la
dosis, si no también el namero de dias que pueden
aplicarse estos farmacos sin causar toxicidad. En
general la FBZ se recomienda a una dosis de 4.4 mg/
kg/1V, cada 12 horas el primer dia, para continuar con
2.2 mg/kg/IV, durante cuatro dias mas como maximo.
No se considera razonable medicar dos AINES al
mismo tiempo, sin aumentar el riesgo de intoxicacion.
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