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RESUMEN

Se ha realizado un estudio preliminar para evaluar, en condiciones naturales de
explotacidn comercial. ef efecto de una vacuna frente a mastitis estafilocdeica sobre el
recuento de células somdticas (RCS = nimero de células somdiicas por mililitro de
leche. indicader indirecte de infeccidn bacteriana mamaria), y sobre la produccién de
leche (kg de leche/dia), la cual es menor en animales mastiticos. Se utilizaron en el
estudio 132 vacas de raza Frisona de Navara pertenscientes a cuatro explotaciones,
comprendiendo el estudio un tolal de 982 muestras de leche. recogidas durante los
CINCO MEsSes anteriores y ¢inco meses postericres al mes de la primera vacunacion. La
revacunacion se realizd a los dos meses tras la primera vacunacion. Se observo en el
grupo vacunadao respecto del grupo control un aumento del 17.8% (P <0.05) en la pro-
porcidn de animales con un RCS menor en el periodo post-vacunal (5 meses) que en el
periodo pre-vacunal (5 meses). También se observd que dichos anmimales vacunados
presentaban en el mencionado periodo post-vacunal un RCS menor (20.6% de reduc-
cién: P <0.05) y una produccidn de leche mayor (6.1 9% de incremento; P <0,03) respec-
to del grupo conwrol, lo cual significa que el berelicio econdmico de la vacuna serfa de
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13 veces mayor que su coste. Se ha analizado también en este trabajo la problemdlica
encontrada al realizar la evaluacién de vacunas en condiciones de explotacién comer-
cial.

Palabras clave: Vacuna, Mastitis, Staphiviococer, Células somdticas. Produccidn
leche

SUMMARY
EVALUATION OF VACCINES AGAINST STAPHYLOCOCCAL MASTTTIS IN
DAIRY CATTLE UNDER CCMMERCIAL FARM CONDITIONS: PROBLEMS
INVOLVED

A preliminary study was carried out to evaluale the effect of a staphylococcal mas-
titis vaccine on gomatic cell count (SCC = number of somatic cells per mililiter of milk,
an indirect indhicator of mammary gland bacterial infection), and on milk production
(kg of milk/day. known o decreasc in animals with maslitis) under natural conditions
in commercial farms. A total of 132 cows of the Navarra Holstein-Friesian breed were
used. They belonged 1o four tarms. A total of Y82 milk samples. collected from these
animals five months before and five months after the month of vaccination were invel-
ved in the study. Animals were boostered two months after the first vaceination. When
compared with the control group. the vacvinated group had an increase of 17.8% (P
<0.05) in the proportion of animals which presented a lower RCS in the 5 months follo-
wing vaccination than in the 5 months before vaccination. Also. vaccinated animals
hacl in the 5 months following vaccinaiion a lower RCS (20,6% reduction; P <0.035) and
a higher mill production (6.1% increment: P <0.03) in relation to the control group.
meaning that the economic benefit of the vaccine may be 13 times higher than the cost.
The problems found when carrying out the study under the mentioned farm conditions

were also analysed in this study.

Key words: Vaccine . Mastius, Srephiviococcus, Somatic cells, Miik produciion.

Introduccion

La masttis. especialmenic la masting
subclinici. es la causa de graves pérdidas
econdmicas en razas vacunas lecheras
(ZORRAQUING, 1986: KLEINSCHROTH er al..
[990: HunT y ANDERSON, 1993). La enfer-
medad es etivlégicumente compleja y estd
causada primordialmente por bacterias de
los géneros Steptococcus, Escherichia y
Staphviococcus (POUTREL. 1985; HUNT v
ANDERSON, 1993). La mastilis estreplocdci-
ca ha sido generalmente controlada por anu-
bioterapia. existiendo pocos trabajos sobre

vacunacion al respecto (MACKIE ef al.. 1983
RAINARD, 1992: TYLER ¢/ al.. 1992). Sin
embargo, la aparicién de resistencias a anti-
bidticos. en el caso de las mastitis colibaci-
lares v de las estafilocdcicas, ha llevado al
desarrello de distintas vacunas en ambos
casos. Las vacunas frente u Eschericliia coli
han sido desarrolladas ampliamente. llegén-
dose a conseguir una vacuna elaborada con
una cepa rugosa (. J5-TC). que carece de
una serie de epzimas necesarios para una
correcla sintesis de la pared. pero estd pro-
vista de una region molecular comin a dis-
tintas cepas capaz de conferir inmunidad
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frente a ellas (CULLOR, 1991: HUNT y AN-
DERSON, 1993).

También se ha realizado un esfuerzo con-
siderable en el campo de las vacunas frente
a vstafilococos. Inicialmente. las vacunas
estafilocdcicas se hallaban compuestas por
toxina alfa o hemolisina beta. determinadas
proteinas de la superficie bacteriana (protei-
na A) y/o bacterias inactivadas de distintas
especies estafilocdcicas, con resultados po-
co alentadores en muchos casos (BROCK ef
al., 1975 ApLas er al., 1977, GUIDRY et al.,
1980; WaTson, 1984, YOSHIDA et al.. 1984,
Pankey er al.. 1985. FROST y MATTILA.
1988 GREENBERG et al., 1989). Dado que
algunas de estas vacunas parecian moderar
la gravedad de la masttis clinica pero no
controlaban la crénica, dltimamente los
esfuerzos se han centrado en encontrar com-
ponentes moleculares del estafilococo rela-
cionados con la cronicidad y que mejoren la
eficacia de la vacuna (FOSTER, 1991).

A la hora de elegir nuevos componentes
maleculares, conviene recordar que la fago-
citosis es el mecanismo mds importante de
defensa inmunoldgica en la gdndula mama-
ria. Dado que los estafilococos aislados de
mastitis producen frecuentemente exopoli-
sacdridos (FosTer. 1991) que dificultan la
fagocitosis de bacterias opsonizadas con
anticuerpos frente a los componentes de la
nared celular y parecen favorecer la coloni-
zacién (BASELGA er al.. 1993, 1994), se uti-
lizan en las nuevas vacunas bacterias rodea-
das de exopolisacdrido (YOSHIDA et al.,
1984; WATSON, 1988 WaTsoN, 1992). con
resultados esperanzadores. Asimismo, se ha
enriquecido el componente vacunal con
exopolisacdrido aislado de Staphylococcus
awreus (el mas patégeno de los estafiloco-
cos y frecuentemente asociado a la cronici-
dad en las mastitis bovinas). Debido a que la
inmunopotencia de esta especie molecular
es muy reducida. se ha incrementado su
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potencia inmunolégica. uniéndola covalen-
lemente a una proteina transportadora (Fa-
TTOM er al. 1992.; GILBERT ¢f al., 1993) o
incluyéndola en liposomas ( AMORENA ef «f.,
1994; patente N° de Registro: 9200223),
obteniéndosc en este ltimo caso unos re-
sultados positivos en la infeccion experi-
mental y moderadamente posilivos a nivel
de campo frente a mastitis estafilocdcica en
ganado ovino (Marco, 1994). El correspon-
diente indculo vacunal censiste, por un
lado. en exopolisacdridos de S. aureus
incluidos en liposomas; vy, por otro lado. en
la siguiente mezcla: un toxoide (sobrena-
dante formalinizado de un culuvo de S.
aureus) y bacterias inactivadas adyuvanta-
das (de la especie 8. aureus y una especie
coagulasa-negativa).

Los efecios beneficiosos producidos por
una vacuna pueden evalvarse considerando.
tanto en Jas infecciones experimentales
como en las naturales. algunos de los si-
guientes aspectos: 1) los de tipo inmunolé-
gico (duracion de la respuesta humoral,
clase y subclase de inmunoglobulina produ-
cida); 2) los que conciernen a la leche (la
produccidn lechera y la calidad de la leche
con referencia a proporcion de grasa, prote-
ina. lactosa y extracto seco): 3) los que ata-
fien al desarrollo y salud del recién nacido
(ganancia media diaria, etc.; WATSON, 1984,
1988): v 4) los que indican la tasa de nuevas
infecciones o la prevalencia de la infeccion
mastitica, la cual puede estimarse directa-
mente mediante examen bacterioldgico o
mdirectamente, mediante el recuento de las
células somaticas (RCS) en leche, ya que
los leucocitos polimorfonucleares neutréfi-
Jos (PMN) aumentan considerablemente en
la leche de una vaca mastitica, lo cual les
permite fagocitar las bacterias y paliar la
nfeccidn.

Antes de realizar una evaluacién definiti-
va en condiciones de explotacidn comercial
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en la especie bovina con una vacana frente a
mastitis estafilococica adecuada a dicha
especie. se decidid realizar una evaluacion
preliminar y. a su vez. estudiar mediante el
presente trabajo 1a problemdtica encontrada
al realizar la evaluacidn en dichas condicio-
nes. EI objeto de este estudio es, por un
lado. determinar si la vacuna ya ensayada en
ganado ovino {AMORENA ef al.. 1994} es
inocua (carece de efecto toxico) en ganado
bovine y. por otro lado. averiguar con dicha
vacuna o con una vacuna carente de toxici-
dad qué efectos se observarian sobre la pro-
duccion y el RCS cuando se vacunan los
animales de una explotacidn y cuodles serian
las condiciones iddéneas para poder evaluar
el efecto de dicha vacuna en cuanto a las
caracteristicas de los animales a utilizar y el
tratamiento estadistico de los datos. Consi-
derando que en explotaciones de ganado
bovine lales como las participantes en ¢l
control de producciones realizado por el
Instituto Técnico y de Gestién de Vacuno de
Navarra (ITGV) se dispene de los valores
de RCS de cada animal a lo largo de las dis-
tintas lactaciones asi como de Jos datos pro-
ductivos (cantidad y calidad de la leche),
para este estudio se utilizd dicha informa-
cion. obtenida en ganaderias vacunas de
raza Frisona de Navarra.

Material y métodos

El estudio se llevé a cabo en explotacio-
nes de bovine de raza Frisona de Navarra.
En cada una de ellas. se establecieron 2 gru-
pos (vacunado y no vacunado}. Se intentd
distribuir los animales en ambos grupos de
forma homogénea. segun el estado micro-
bioldgico de la mama (primer criterio. esta-
bleciéndose distintos coeficientes: 0 = no
infeccion: | = infeccién por Staphviococcus

aurens; 2 = infeccién por otros estatiloco-
cos: 3 = infeccidn por otro microorganis-
mo). el recuento de células somdticas (RCS;
segundo criterio, con coeficientes de 1 a 4.
ordenados de menor a mayor RCS) y la
edad del animal (animales de un parto fren-
te a animales de dos o mas partos).

En las explotaciones colaboradoras exis-
tian, en principio, suficientes animales
infectados para que contagiaran a otros. En
caso de ser eficaz, la vacuna deberia prote-
ger a los animales candidatos a contagio
{menor nimero o gravedad de la infeccidn},
reducir el RCS y aumentar Ja produccidén en
estos animales frente a los no vacunados.
Sin embargo, éramos conscientes de las di-
ficultades que conlleva realizar un estudio
de esta naturaleza a nivel de rebafios comer-
ciales. La gran variabilidad en niveles pro-
ductivos y de RCS entre animales. la pre-
sencia de infecciones debidas a distintos
géneros bacterianos, las diferencias en con-
diciones de manejo higiénico y de ordefio
entre rebafios, asi como el uso de animales
en fases productivas muy distintas, podian
dificultar la observacién de un efecto neto
de la vacuna, lanto en este estudio como én
1a observacion que el ganadero puede reali-
zar con los datos que le son faciimente ase-
quibles.

La vacunacién y el recuerdo se realizaron
por via intramuscular, con un intervalo de
60 dias. En primer lugar, se vacunaron dos
de las explotaciones (explotaciones E y F
con 82 y 74 animales. respectivamente) con
los indculos especificados en la patente
mencionada (N° de Registro: 9200223).

Considerando los resultados sobre ino-
cuidad obtenidos (véase apartado de resulta-
dos correspondiente), se decidid para las 4
explotaciones restantes, eliminar el toxoide
del inéculo vacunal. Asimisimo, se sustituyo
el adyuvante sulfato de dextrano de la vacu-
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na original por hidréxido de aluminio, gue-
dando los demds componentes vacunales
inalterados en cuanto a su composicidén,
calidad y cantidad per vacuna. Asi. la vacu-
na modificada (que constaria de bacterias
inactivadas + hidréxido de aluminio por un
lado, v de liposomas + exopolisacdrido por
otro) fue aplicada a animales de otras cuatro
explotaciones (A. B, C y D), las cuales
suponian un total de 291 animales. Las
explotaciones B y C fueron vacunadas en
Tunjo. nuentras que las explotaciones D y A
lo fueron en Septiembre. Para el estudio de
efectos de la vacuna referentes a produccién
lechera y RCS, se consideraron para cada
explotacién dos periodos: el pre-vacunal
(que seria de 5 meses previo al mes de la
primera vacunacién) y el post-vacunal (que
incluiria los cinco meses subsiguientes a la
primera vacunacion). Los resultados obteni-
dos en estas cuatro explotaciones fueron
sometidos a andlisis estadistico.

Los andlisis bacterioldgicos realizados
antes de comenzar el ensayo revelaron una
prevalencia elevada de mastitis estafilocéei-
cas en las explotaciones objeto de estudio.
Posteriormente, v considerando las limita-
ciones presupuestarias y la disponibilidad
de informacion a través del control de pro-
ducciones. ¢l seguimiento de los animales
implicados en el ensayo se centrd en el and-
lisis de la evolucién del recuento de células
somaticas por mililitro de leche (RCS) y de
la produccién (Kg de leche/dia).

Considerando los resultados obtenidos
en el estudio previo de los efectos de esta
vacuna en el ganado ovino (Marco et al.,
1995), se restringié el periodo de observa-
cion para las muestras implicadas en el and-
lisis estadistico a 10 meses (5 previos a la
primera vacunacién y 5 posteriores a la
misma, sin considerar ¢l mes de vacuna-
cion). En el caso de que los efectos observa-
dos en dicho periodo respecio del efecto de
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la vacunacion sobre el RCS y sobre la pro-
duccién (kg de leche/diz) fueran muy
importantes, se procederia a ampliar el peri-
odo de observacion a mas de |1 meses (mds
de 5 meses tras la vacunacion). También se
procederia a analizar el efecto sobre la com-
posicion de la leche en dicho caso.

Se eliminaron del estudio aquellas vacas,
entre las 291 consideradas. cuyo RCS fue
mayor o igual a 10° células sométicas/ml de
leche en dos o mds tomas durante el periodo
comprendido entre el mes de vacunacién
(inclusive) y los 5 meses anteriores. Cuando
la vacunacién se realizé durante la lacta-
cidn, todos los datos estudiados corvespon-
dieron a esa lactacion. En aquellas vacas
que se vacunaron durante el periode de
secado o al final de la lactacién, sus datos
correspondieron a dos lactaciones consecu-
tivas (la previa y la posterior). Solo se tuvie-
ron en cuenta agquellas vacas de las que se
disponia de al menes un control anterior y
otro posterior a la vacunacién, dentro del
periodo de estudio.

En suma, bajo las condiciones indicadas,
el andlisis comprendid un total de 982 con-
troles (480 anteriores y 502 posteriores a la
fecha de vacunacion), procedentes de 132
vacas (63 vacunadas y 69 controles) de 4
explotaciones. Se elimingd, pues, el 54.6%
de las 291 vacas micialmente consideradas.

Los RCS se sometieren a transformacién
logaritmica antes de efectuar los andlisis
estadisticos. Para estudiar el efecto de la
vacuna sobre el RCS se consideraron dos
pardmetros: uno cualitalivo, consistente en
el tanto por ciento de animales cuyo RCS
medio fue menor en el periodo posterior a la
vacunacidn que en el anterior. y otro cuanti-
tativo, consistente en el RCS en si (lras su
transformacion logaritmica). El primero
{porcentaje) se compard mediante la téenica
de chi-cuadrado. Para el segundo (logaritmo
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decimal de los RCS). se realizd un andlisis
de varianza-covarianza (ANCOVA). El
modelo inicial fue el siguiente:

LRCS_P = p + VACU, + MES, +
VACU*MES, + B*LRCS_A,,
+MESB *LRCS_A, +
VACUR"LRCS Ay + €

donde:

LRCS_P: Logaritmo decimal del recuen-
o de células somdticas en cada muesireo
mensual de cada vaca. posterior a la vacuna-
c16n {vartable dependiente).

p: media general de LRCS_P

VACU: Efccto de la vacunacion (2 nive-
les: vacunado. no vacunado)

MES: Meses (ras la primera dosis vacu-
nal (3 niveles. correspondiende a los 5
meses consecutivos posteriores a la vacuna-
cion)

LRCS_A: Media del logaritmo decimal
del recuento de células somdficas en los 3
meses anteriores a la vacunacion para cada
vaca (covariabie)

3: Pendiente de la
LRCS_PyLRCS_A

regresion  entre

MESE “LRCS_Ay VACUR*LRCS_A:
representan las interacciones entre los facto-
res fijos MES y VACU con la covariable
LRCS_A (posibilidad de heterogeneidad de
pendientes)

e: Error alealorio que incluye el efecto
vaca.

Los etectos VACU y MES se considera-
ron fijos. LRCS_A se utilizé como covaria-
ble. al objeto de corvegir las diferencias ini-
ciales que existian entre los grupos
vacunado y no vacunado, Este mismo
modelo se ulilzé para analizar el efecto de la

vacunacién sobre la produccién de leche
(KGLECHE_P). pero sin realizar la trans-
formacion logariimica. La media aritmética
de la produccidn de leche en los 5 meses
anteriores a la vacunacion (KGLECHE_A)
se utilizd como covariable para corregir las
diferencias iniciales que existian entre los
grupos vacunado y control. Las interaccio-
nes (entre factores [ijos y entre éstos y la
covariable) que no fuercn estadisticamente
significativas se eliminaron progresivamen-
te del modelo hasta llegar a un modelo defi-
nitivo. Dichos andlisis se realizaron me-
diante el procedimiente GLM del paquete
estadistico SAS (Sas. 1989). utilizando el
sumatorio de cuadrados de tpo 111

Resultados y discusién

Inocuidad de la vacuna

En las explotaciones E y F. en las que se
aplicé el indeulo previamente descrito (en la
patente indicada en la seccién Material y
Métodos), aparecieron algunas reacciones
toxicas en el momento de la inoculacidn, las
cuales, si bien eran relativamente suaves, no
eran deseables (estas reacciones no habian
aparecido en la especie ovina; MaRCO,
1994} y podrian influir como factor de
estrés en el sistema inmunoldgico y en la
produccidn de leche.

Porello, v a la vista de experiencias ante-
riores descritas por diversos autores en
cuanto a las reacciones anafilacticas que
pueden causar diversos toxcides, se decicid
descartar el toxoide de la vacuna para la
explotaciones A, B. Cy D. Asimismo, y con
el objelo de abaratar costes, se elimind para
estas (ltimas explotaciones el adyuvante
sulfato de dextrano, sustituyéndose €ste por
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hidréxide de aluminie. El nuevo indeulo
vacunal asi obtenido no causd efectos toxi-
cos en ninguna de las cuatro explolaciones,
por lo que se procedid a la evaluacion esta-
distica de los datos productives y de RCS en
dichas explotaciones.

Recuento de células somaticas (RCS) y
produccién lechera

En la Fig.1, se ilustra la evolucién de la
media de RCS (logl0 RCS), v de la produc-
cion de leche (kg/dia) a lo largo de 10 meses
(5 meses previos a la primera vacunacion y
5 meses posteriores a dicha vacunacion), en
el conjunto de las explotaciones estudiadas.
Se obscrva una tendencia hacia un RCS
inferior y una produccidn algo superior, en
el grupo vacunado frente al no vacunadoe en
el periodo posterior a la vacunacién. Es
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decir, el grupo vacunado parcce remontar
mediante la vacunacién la deficiencia que
tenfa durante el periodo pre-vacunal en
cuanto a produccidn y estado sanitario de la
mama (RCS). Asimismo. y con independen-
cia de la vacunacién. se observa en ambos
grupos (vacunado y control) una tendencia a
un aumento de RCS y a una disminucién de
produccién segtin avanza el periodo de estu-
dic, probablemente como consecuencia del
efecto debido al estadio de la lactacién.

En la Fig. 2, se ilustra la evolucion de la
media del recuento de células somdricas
(log,, RCS), a lo largo de 10 meses (5
meses previos a la primera vacunacion y 5
meses posteriores a dicha vacunacion). en
cada una de las explotaciones estudiadas (A.
B. Cy D). En general, puede concluirse que
la tendencia observada en el conjunto de las
explotaciones respecto del RCS fue también
observada en cada una de ellas. Asimismo.

Kg/dia
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Fig. 1. Evolucién de Ja media del recuento de células somaticas (RCS), expresado en Logl0 de RCS,
y de la produccion de leche (kg/dia) a lo largo de 10 meses (5 meses previos a la primera vacunacian
y 3 meses posteriores a dicha vacunacion). en el conjunto de las explotaciones estudiadas. (Mes 0 =
primera dosis vacunal; V = vacunado: NV = no vacunado)
Evolution of the mean somatic cell count (SCC), expressed in Log 10 of SCC, aind of milk production
(kg/day) in a 10 month-period (3 months preceeding the firvst vaccination and 5 months following thet
vaccination), considering the farms altogether (Month 0 = first vaccine dosis: V = vaccinated: NV =
noi vaccinatedj
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Fig. 2. Evolucién de la media del recuento de células somdticas (log,, de RCS} a lo largo de 10 meses
(5 meses previos a la primera vacunacion v 5 meses posteriores a dicha vacunacién), en cada una de
las explotaciones estudiadas (A. B. C y D). (Mes 0 = primera vacunacion; V = vacunado: NV = no
vacunado)

Evolution of the mean semaiic cell count (SCC). expressed in Log,, of SCC in a 10 monih-period (5
monthy preceeding the first vaccination and 5 months following that vaccinarion). in each of the
stweied farms (A, B. Cand D). (Month 0 = first vaccine dosis; V = vacecinated; NV = not vaceinated)

tres de las cuatro explotaciones siguen la
tendencia indicada anteriormente. Solo en
la explotacién C deja de observarse en valo-
res absolutos un menor nimero de células
somaticas en el grupo vacunado respecto
del grupo control durante el periodo post-
vacunal. Ello puede deberse a que en dicha
explotacion el RCS era mucho mas elevado
en el grupo vacunal que en el grupo control
durante e] periodo pre-vacunal. La vacuna-
cién solo pudo reducir higeramente esta
diferencia en el periodo post-vacunal.

También se estudid la evolucidn de la
media de la produccién de leche (kg/dia) u
lo largo de 10 meses (5 meses previos a la

primera vacunacién y 5 meses posteriores a
dicha vacunacién) en cada una de las explo-
taciones estudiadas (A, B, C y D; Fig. 3). Se
observa que las explotaciones siguen la ten-
dencia mencionada de aumento de produc-
cion. especialmente tras la segunda vacuna-
cion {mes 2 tras la primera vacunacién). En
conclusion, al igual que el RCS, la tenden-
cia observada en el conjunto de las explota-
ciones respecto de la produccién fue tam-
bién detectada en cada una de las explota-
ciones.

En las Tablas | y 2. se presenta un resu-
men de los andlisis de varianza realizados.
Para el RCS (LRCS_P. Tabla 1), resultaron
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Fig. 3. Evolucian de la media de la produccidn de leche (kg/dia) & lo largo de 10 meses (5 meses
previes a la primera vacunacion y 5 meses posteriores a dicha vacunacidn). en cada una de las
explotaciones estudiadas (A, B, C y D). (Mes 0 = primera dosis vacunal; V = vacunado: NV = no

vacunado)

Evolution of milk production (kg/dax), in a 10 month-period (5 months preceeding the first
vaceination and 5 months following thar vaccination), in each of the studied jarms (A, B, C and D).
(Month O = first vaccine dosis: V = vaccinated: NV = not vaccinated)

TABLA]

RESULTADOS DEL ANCOVA PARA EL LOGARITMO DECIMAL DEL RECUENTO
DE CELULAS SOMATICAS (LRCS_P) EN LOS 5 MESES POSTERIORES A LA
VACUNACION

TABLE |

RESULTS OF THE ACOVA FOR THE DECIMAL LOGARITHM OF SOMATIC CELL
COUNT IN THE 5 MONTHS FOLLOWING VACCINATION

Fuentes de vanacion Grados de libertad F Significacién (P<)
VACU 1 5.27 0,0221
MES 4 315 00137
LRCS_A 1 113.37 0.0001
LRCS_A*MES 4 248 0.0431
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TABLA 2
RESULTADOS DEL ANCOVA PARA LA PRODUCCION DE LECHE (KGLECHE _P)
EN LOS 5 MESES POSTERIORES A LA VACUNACION
TABLE 2
RESULTS OF THE ANCOVA FOR MILLK PRODUCTION (KGLECHE_P) IN THE 5
MONTHS FOLLOWING VACCINATION

Fuentes de variacion Grados de libertad F Significacidn (P<)
VACU l 6.62 0.0104
MES 4 1.40 0.2312
KGLECHE_A | 193.39 0,0001
KGLECHE_A*MES 4 4.89 0.0007

significativos los efectos producidos por la
vacunaciéon (VACU) v mes posterior a la
vacunacidn (MES) asi como la covariable
(LRCS_A) y su interaccion con el factor
MES. Esto ultimo sigmifica que la pendiente
(B cntre la variable objeto de estudio
{LRCS_P) v Ja covariable (LRCS_A) no fue
la misma a lo largo de todos los meses. No
se observd interaccion entre los lactores
VACU y MES. lo que indica que la dileren-
cia neta de RCS enure los grupos vacunado
y contro! fue similar para todos los meses
estuciados. Tampoco hubo interaccion entre
el factor VACU y la covariable LRCS_A, lo
que indica que la relacion entre LRCS_Py
LRCS A fue similar en ambos grupos
(vacunado y conuol).

Para la produccion diaria de leche
(KGLECHE _P. Tabla 2). los resultados fue-
ron similares. a excepcion de gue no pudi-
mos demostrar diferencias significativas
entre meses.

Una vez corregidos los desequilibrios en
RCS encontrados entre los grupos vacunado
y contrel en el periodo anterior a la vacuna-
cidn. ast como los producidos por las varia-
ciones mensuales, se observd que el efecto
medio neto de la vacuna en ¢l periode pos-

terior & la vacunacion fue de una reduccién
del recuento de células sumdricas det 20.6%
(medias geoméuricas de minimos cuadra-
dos: 158.489 y 199.526 células/ml. para los
grupos vacunado y confrol, respectivamen-
te; P<0.03). En el grupo vacunado, el por-
centgje de vacas con un RCS medio menor
en los 5 meses posteriores a la fecha de
vacunacién que en los 3 anteriores fue de
54%. Sin embargo. en el grupo contro! esta
cifra fue de! 36.2% (un 17.8% inlerior:
P<0.05). debido probablemente a contagios
de animales sanos. al agravamiento de la
patoiogia de animales subclinicamente
mfectados a lo largo del tiempo y/o al incre-
mento en RCS segun avanza la lactacidu.

Este descenso en el RCS del grupo vacu-
nado en relacidn al grupo control, asi como
el descenso en el porceniaje de animales
con RCS altes. vino acompaiado de una
ganancia media diaria de 1.2 Kg de leche
por vaca y dia a lo largo de los 5 meses pos-
teriores a la vacunacidén (medias de mi-
ninos cuadrados: 21.0 v 19.8 para los gru-
pos vacunado y control, respectivamente:
P<0,02). que representa un incremento de
produccién del 6,1%.
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El significado biolégico {con repercusion
en la produccion y la economia) que acon-
pand al efecto observado iras la vacunacién
parece ser muy posilivo. La proteccién con-
[erida por la vacuna se atribuye, en el caso
de la mastitis. a que las bacterias serian
mejor opsonizadas ras la vacunacidn. con
lo cual disminuiria el ndmero de bacterias al
ser éstas mejor fagocitadas, causando con
ello una menor inflamacién mamaria vy,
como consecuencia, una mayor produccion
lechera.

Merece destacarse la  problemdlica
encontrada al intentar demostrar un efecto
de esta vacuna en condiciones de campo. De
hecho, se hizo imprescindible tener en cuen-
ta lanto los valores medios de RCS y pro-
duccién de cadu vaca previos a la vacuna-
cién. como ¢l efecte de variacidn mensual.
para corregir los datos de RCS y produceion
posteriores a Ja vacunacién. Sin estas
correcciones no se hubicra podido demos-
trar la signilicacién estadistica del efecto de
la vacuna sobre los pardmetros estudiados.

Las condiciones en las que se realizé la
experiencia conllevaban: la presencia de
elevado RCS y menor produceion en anima-
les infectados previamente a la vacunacion,
una varianza elevada en el RCS vy en la pro-
duccién lechera (ademds de la existente pro-
pia de la capacidad productiva y fisiologia
del individuo). la presencia de infeccidn
debida a distinios géneros bacterianos, una
sensibilizacion nawral en algunos animales
previo a la vacunacion. la aplicacion de la
vacunacidn a animales cn distinto mes de
lactacidn o de secado y en distina época del
ano. diferencias entre animales ¢n cuante a
condiciones higiénicas y de ordeno y en
cuanto al estadio de infeccion y gravedad de
la misma, una dificultad en la deteccién de
cronicos y. en definitiva, una dificuliad en
observar un efeclo neto de la vacuna.
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En este sentido. conviene recordar que en
mamas infectadas (por estafilococos u olras
bacterius). el RCS puede ascender a varios
millones de células por mililitro. especial-
mente si el patdgeno implicado es un pats-
geno mayor como S. aureus. Por ello. tanto
en los procesos agudos esporddicos como
cn los procesos crénicos. se observan gran-
des tluctuaciones de RCS entre meses (Figs.
| y 2). Esta es una de las mayores diferen-
cias entre la realizacién de un ensayo reali-
zado en condiciones naturales de explota-
cidn. segin lo cspecificado en €l presente
estudio y un ensayo de evaluacién de vacu-
na en condiciones idéneas. En este dltimo
caso. si [a disponibilidad econdmica lo per-
mitiera. podria plantearse para futuros estu-
dios ¢l ensayo del siguiente modo: se reali-
zarfan  determmanciones  bactericlégicas
mensualmente durante el periodo pre-vacu-
nal; de los animales libres de estafilococias
(animales del grupo @) se vacunarian el 50
por ciento, gquedando el otro 50 por ciento
sin vacupar (animales control): todos los
animales vacunados y los animales control
se pondrian tras la fecha de vacunacién en
contacto con otros animales. todos ellos con
estafilococias (animales del grupe b) por lo
que en el periodo post-vacunal los animales
sanos tendrian el riesgo de infectarse con
estafilococos. Se liminarian del estudio los
animales del grupo b. procediéndose al estu-
dio de los animales del grupo a en el perio-
do pre-vacunal y post-vacunal.

Este planteamiento. si bien es deseable
desde ¢l punto de vista cientifice para deler-
minar ¢l efecto profildctico de la vacuna
sobre anmimales sanos con alto riesgo de
infeccidn, serfa posiblemente inviable desde
el punto de vista de la colaboracion del
eanadero. ya que exigiria una alteracién del
manejo de los animales en lu explotacion y
en muchos casos ¢l ganadero no se prestaria
a arriesgar voluntariamente sus animales a
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infecciones estafilocécicas. aun cuando se
le compensara su riesgo econémicamente.
Especificamente. para lograr ¢l contagio de
los animales del grupo b habria que trans-
aredir voluntariamente las normas de desin-
feccidn en el ordeno. permitiendo que las
bacterias procedentes de animales sanos
infectaran a ubres sanas por efecto reflujo
en las pezoneras y que los animales con
estafilococias fueran ordefados antes de Jos
sanos, con lo cual se vulnerarian las normas
principales de manejo higiénico que se rea-
lizan para controlar la mastitis asociada al
ordeno mecdnico.

Posibles implicaciones econdmicas

Desde el punto de vista econémico. en
las condiciones de la experiencia, el hecho
de que un animal. al estar vacunado, pro-
duzeca por término medio 1,2 kg de leche
adicionales diariamente durante el periodo
post-vacunal estudiado. sigmificaria (asu-
miendo un precio de 47 pts/l de leche)} 8.460
pts (1.2 x 47 x 1501 de beneficio por vaca en
dicho periodo, al que habria que descontar
el coste de la vacuna (asumiendo que oscila
entre 150 y 250 pts por dosis. dos dosis =
500 pts. maximo por animal) y el de su apli-
cacion (50 pis/vaca/dosis. total = 100 pts).
Es decir. el beneficio neto se situaria en
unas 7.860 pts. lo que supondria una rela-
cion beneficio:coste de 13:1 para los respec-
fivos supuestos. sin contabilizar los benefi-
cios derivados de: a) la disminucion de
leche penalizada por el elevado RCS. b) evi-
tar los costes de medicamentos y de cuida-
dos veterinarios para paiiar el efecto o el
establecimiento de infecciones tras la vacu-
nacion: y ¢) evitar resisiencias a los anubid-
ticos en las bacterias. Respecto del punto b),
conviene recordar que, segin se demuestra
en un estudio nuestro anterior { AMORENA ef
al., 1994). tras una infeccion experimental

en la que se mocula un ndmero conocido de
bacterias en la mama a animales libres de
infeccién previamente inmunizados con la
vacuna anteriormente descrita por este gru-
po, se observa un efecto protector de dicha
vacuna importante, disminuyendo la grave-
dad de Ja mastits y su prevalencia.

La relacion beneticio:coste mencionada,
si bien habria que comprobarla con un
mayor nimero de animales. es del mismo
signo que la observada (5,2:1) en ganado
ovino tras la aplicacion de la vacuna andlo-
ga a la utilizada en este estudio (MARCO et
al., 1995). Asi, en ganado ovino lechero, se
ha observado que, si bien e} efecto de la
vacuna sobre el RCS es relativamente redu-
cido, dicho efecto es notable sobre a pro-
duccion lechera (9 litros por animal vacuna-
do en el total del periode de lactacion), en la
raza Laixa; asi, la vacuna, ademds de supo-
ner un beneficio econdémico considerable,
seglin apunta MARCO (1994), representaria
una via complementaria a owas vias de con-
trol de mastitis. como son la mejora de la
higiene. la regulacién de la mdquina de
orderio, €l orden de ordeio o la aplicacidn
de terapia al secado.

Hubiera sido deseable en este estudio la
utilizacién de un mayor nimero de anima-
les, de animales sincronizados, o que hubie-
ran recibido la vacunacidén en un mismo
mes de lactacion o de secado. en una misma
época del afio y en un mismo periodo de lac-
tacién. Asimjsmo, en alguna de las explota-
ciones. las prdcticas de higiene y ordeiio
necesarias para evitar Ja mastitis (por ejem-
plo, la desinfeccion de pezones) no se reali-
zaron correctamente, favoreciendo el paso
de gérmenes entre ubres de manera incon-
rolada e unpredecible. Sin embargo. las
condiciones en que se realizé la experiencia
impidieron aplicar la sincronizacién, el
manejo y las précticas higénicas de manera
generalizadamente idénea, con todo lo cual
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la deteccion del efecto de la vacunacion
pudo verse seriamente interferida.

Conclusiones

En este estudio se evidencia la importan-
cia de la realizacién de pruebas de inocui-
dad en la especie bovina previo a la aplica-
cién (o a las pruebas de evaluacién) de la
vacuna en una explotacion. También se
demuestra que, cuando el estudio se realiza
en las condiciones naturales de las explota-
ciones comerciales. sin alteracién del mane-
jo de Jos animales, con aprovechamiento de
los datos obtenidos en el control de produc-
ciones (produccion de leche y RCS) y con
escasos medios, el ganadero suele prestarse
con facilidad a la colaboracién y pueden
obtenerse datos de interés sobre el efecto de
la vacuna, pero la variabilidad atribuible al
RCS y a la produccidn de leche dificultan la
observacion del efecto neto de la vacuna,
seguin los datos obtenidos en este estudio. A
pesar de esta dificultad. se ha cbservado en
este estudio preliminar que los animales
vacunados presentan un menor RCS y una
mayor produccion, siendo renfable la vacu-
nacién a la vista del posible beneficio pro-
ductivo resultante. Algunos de los proble-
mas de variabilidad en RCS como pa-
rametro indicador de mastitis podrfan resol-
verse, si los medios lo permitieran, realizan-
do un andlisis bacteriolégico de la leche que
sustituyera a las determinaciones de RCS.
Idoneamente, para poder aislar el efecto
debido a la vacunacion de otros efectos, la
evaluacién de la vacuna ha de realizarse en
animales que en el momento de la vacuna-
cidn estén libres de estafilococias. También.
deberian utilizarse animales con unos mis-
mos miveles de produccidn, en un mismo
estadio de lactacidn, que tuvieran un mismo
nimero de lactaciones y un mismo tipo de
manejo y que, tras la vacunacion, estuvieran
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expuestos a contagios “naturales” por esta-
filococos procedentes de vacas que no
entrarian en el estudio. La colaboracién del
ganadero y {a financiacién de Ia experiencia
serfan los puntos decisivos para llevar a
cabo este tipo de evaluacién en explotacio-
nes comerciales. De lo contrario, habria de
utilizarse un gran nimero de animales, si
han de detectarse los efectos de la vacuna a
partir de los datos de RCS y produccidn
lechera.
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RESUMEN

Neospora caninint 85 un protozoo pardsito recientemente identificade y que afec-
ta a los animales domésticos. Hasta 1988 era diagnosticado como Toxoplasinia gondii.
Neospora canimn es capaz de producir pardlisis y muerte en perros y mortalidad neo-
natal y sbortos en vacas, ovejas, cabras y caballos.

Palabaras clave: Neospora caniium, Toxoplasma gondii, animales domésticos.

SUMMARY

NEOSPOROSIS IN DOMESTIC ANIMALS

Neospora caninum is a recently recognized protozoan parasite of animals which
until 1988 was diagnosed as Tuxoplasma gondii. Neospora canimem causes paralysis
and death in dogs and neonatal monality and abortion in cattle. sheep, goats and hor-

SES.

Key words: Neospora caninum, Toxoplasma gondii, domestic animals.

Introduccién

En 1984, en Noruega se diagnostico una
enfermedad nerviosa en perros que parecia
estar asociada a un parasito similar a 7° gon-
dii (BJERKAS er al.. 1984). Dicho pardsito se
detecié en cerebro y musculos y sin embar-
2o no se hallaron anticuerpos frente a T.
gondii. En 1988, un parasito similar fue
encontrado en 10 perros en EEUU y a este
parasilo canino se le denomind Neospora

caninum (DUBEY et al., 1988). Sin embargo
la neosporosis no es un hallazgo nuevo ya
que estudios retrospectivos muestran que en
1957 un grupo de perros de EEUU desarro-
Jlaron una grave enfermedad debida proba-
blemente a N. caninum (DUBEY y LINDSAY.
1993). Afios mis tarde, en 1988, taquizoitos
vivos de N. caninum fueron aislados en cul-
tivos celufares y se observaron quistes tisu-
lares en ratones inoculados con tejidos de
perros infestados. La neosporesis se indujo
experimentalmente en perros infestados con
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taquizoitos y se desasrolld el test de inmu-
nofluorescencia indirectla (IF1) para detectar
anticuerpos frente a N. caninitm. El desarro-
llo de écnicas immunohistoquimicas en
1989 llevaron a la identificacion del parasi-
to en tejidos fijados con formol. 1o que ha
hecho posible el diagnéstico de infecciones
por Neospora en un amplio ndmero de ani-
males (LINDSAY y DUBEY. 1985-a}). En 1991,
la estructura y antigenicidad del pardsito
procedente de perros de Noruega y EEUU
se compard concluyendo que se trataba del
mismo pardsito. N. caninun.

Posteriormente la necsporosis se ha diag-
nosticado como causa de aborto en ganado
vacuno y también se han publicado cases de
neosporosis en cabras, ovejas y caballos.
Sin embargo. la incidencia de la neosporosis
en estos animales atin no se ha determinado.
ni tampoco se conoce la prevalencia y la
imponancia econdémica de esta enfermedad.

Hasta el momento se han realizado 2 ais-
lamientos de Neospora. uno en un fete bovi-
10 v otro en un perro. Sin embargo las dife-
rencias antigénicas entre ambos son muy
escasas. Los laquizoitos de ambos aisla-
mientos son muy similares. sdlo existen
pequenas diferencias en los quistes tisulares
(LINDSAY ef al.. 1993; CONRAD et al., 1993).

Estructura

El parasito N. canimum se encuentra den-
o del phylum Apicomplexa familia Sar-
cocystidae junto con los géneros Toxo-
plasma.  Sarcocystis vy Hammondia
(HOLMDAHL er af.. 1994).

Aunque clinicamente neosporosis y
toxoplasmoesis son parecidus. T, gondii y N.
ceaniigm son distintos antigénica y estructu-
ralmente. A microscopia éptica los laquizoi-
tos de N. cantnum y T. gonrdii pueden pare-
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cer idénticos, sin embargo a microscopia
electrénica de transmision las roptrias en V.
caninwm aparecen electrodensas mientras
que en I. gondii son esponjosas (DUBEY et
al., 1988).

Los taguizoitos tienen forma ovoide o
globular y miden de 3-7 x -5 um, depen-
diendo de su estado de division. Se dividen
en 2 zoitos por endodiogenia. En animales
infectados, los taquizoilos se encuentran en
diferentes células: nerviosas. macrélagos,
fibrobiastos, células del endotelio vascular,
miocitos. células epiteliales de los tibulos
renales y hepatocitos (DUBEY er al., 1988;
DuBgy y LiNDsay, 1993}, Los taquizoitos se
localizan en el citoplasma de las células con
o sin vacuola parasitéfora. presentando
organelas tipicas de T. gondii y de otros coc-
cidios.

Los quistes tisulares tienen forma oval,
miden mds de 107 um de largo y se encuen-
tran s6lo en tejido nervioso (cerebro, médu-
la espinal) y retina (DuUBEY et al. 1988;
DuBey y Linpsay. 1993). La pared del
quiste es lisa y mide unos 4 um de espesor.
Los bradizoitos son delgados (6-8 x 1-1.8
p{m) y contienen las mismas organelas que
los taquizoitos exceplo que lienen menos
roptrias y los grénulos son mds PAS +en los
bradizoitos. En los quistes aparecen estruc-
turas tubulares entre los bradizoitos que
conticnen microporos (BIERKAS, y PRESTUS,
1988). Los microporos se han observado en
bradizoitos de quistes tisulares de perros de
Noruega mientras que en perros de EEUU
no se han encontrado (SPEER y DUEREY.
1989).

N. caninum inicialmente se ha cultivado
in vitro en monociltos bovinos y células
endoteliaies de arteria cardiopulmonar. Al
mismo tiempo N. caninum también se ha
logrado cultivar en células de rifién bovino
Madin-Darby. en fibroblastos de piel huma-
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na y en otras lineas celulares de cerebro
fetal de ratén. El efecto citopdtico se obser-
va sobre todo a los 3 dias postinfeccion y
consiste principalmente en la ruptura de las
células produciendo agujeros en la monoca-
pa de cultivo. A los 4-6 dias postinfeccion se
ha destruido aproximadamente el 70% de
las células de cultivo. En estos cultivos sélo
se obtienen taquizoitos que son infectivos
para los animales. El pase continuado de
taquizoitos en cultivos celulares se ha man-
tenido durante afnos sin pérdida de infectivi-
dad. Asimismo, los taquizoitos en nitrégeno
liquido siguen siendo infectivos para los
cultivos celulares (LINDSAY y DUBEY,
1989-b).

Epidemiologia

Hasta el momento no se conoce el ciclo
de N. caninum, Gnicamente se ha demostra-
do la transmision vertical de la madre al feto
(DuBey, 1992). La infeccion experimental
se ha inducido en ratas, ratones, perros,
gatos, ovejas, vacas (DUBEY y LINDSAY,
1993; BARR ef al., 1994) y cabras (BUXTON,
comunicacién personal). Asimismo, la
infeccion puede tener lugar en el mismo
animal repetidamente (DUBEY y LINDSAY,
1993).

La similitud entre N. caninum 'y T. gondii
sugiere que se trata de un coccidio con un
carnivoro como hospedado definitivo. De
su ciclo biolégico sélo se han identificado
taquizoitos y quistes. Sin embargo no se han
detectado ooquistes en heces de perros,
gatos o mapaches infectados experimental-
mente con N. caninum.

En unos dias, N. caninum es capaz de
producir lesiones necréticas causando la
muerte celular por la multiplicacion activa
de los taquizoitos. Asimismo, puede produ-
cir una enfermedad neuromuscular grave en

perros y probablemente en otros hospedado-
res destruyendo gran variedad de células
nerviosas, incluyendo los nervios espinal y
craneal y alterando la conductividad de las
células afectadas (DUBEY y LINDSAY, 1993).

Generalmente, los quistes tisulares no
estdn rodeados por una zona de reaccién del
hospedador. No obstante, la formacién de
granulomas alrededor de algunos quistes
tisulares y bradizoitos sugiere que algunos
quistes se pueden romper causando una
reaccién de inflamacién por parte del hos-
pedador. Asimismo, la administracion de
corticoides exdgenos puede exacerbar la
neosporosis. Por otra parte, aunque no se
conoce por cudnto tiempo los quistes tisula-
res pueden permanecer en el sistema nervio-
so central; experimentalmente se ha com-
probado en ratones que pueden ser viables
durante al menos | ano (DUBEY y LINDSAY,
1993).

En animales inoculados experimental-
mente, N. caninum es infectivo por via sub-
cutdnea, intraperitoneal, intramuscular e
incluso por via oral (DUBEY y LINDSAY,
1993). Los bradizoitos de los quistes tisula-
res son resistentes al HCl y la pepsina, lo
cual indica que los carnivoros pueden for-
mar parte del ciclo biolégico de N. caninum.
También se ha comprobado que los quistes
tisulares de N. caninum pueden sobrevivir
durante mds de 14 dias a 4 °C, pero no son
infectivos después de una incubacién a -20 °C
durante 1 dia (DUBEY y LINDSAY, 1993).
Estos mismos autores recogieron taquizoi-
tos de Neospora de ratones inoculados con
tejido nervioso de un ternero aun cuando la
muestra habia permanecido durante 4 meses
a -52 °C antes de ser inoculada.

En gatos, la infeccién experimental antes
de la gestacién dié lugar a una infeccién
congénita en los cachorros, al mismo tiem-
po que se encontraron taquizoitos en la pla-
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centa y el ttero de la madre (DUBEY vy
LinDsAY, 1993).

N. caninum no produce infeccién en roe-
dores inmunocompetentes. Una alternativa
para producir la infeccion en ratones es pro-
vocarles inmunosupresion con corticoste-
roides. Dependiendo del grado de infeccion
y la dosis de corticosteroides se puede pro-
ducir infeccién experimental e incluso ser
mds patogeno para los ratones que para
otras especies. La neumonia y la encefalitis
son los signos predominantes de la neospo-
rosis en ratones mientras que las ratas sue-
len desarrollar hepatitis. El nimero de quis-
tes tisulares producidos es impredecible.
Estos, son mucho mds pequefios (10-15 pm)
en ratones que en perros infectados por via
natural (DUBEY y LINDSAY, 1993).

N. caninum como agente causal de
abortos

En ganado vacuno, los abortos son el sin-
toma mds caracteristico de Neosporosis y
éstos pueden tener lugar tanto de forma
esporadica, como enzodtica o epidémica
originando el nacimiento de terneros débiles
(NIETFELD et al., 1992, DUBEY y LINDsAY,
1993). En California, el 15% de los abortos
investigados fueron debidos a N. caninum
(BARR et al.,, 1991) y en Escocia, el 9% de
las vacas que habian abortado recientemen-
te, mostraron diferentes titulos de anticuer-
pos frente a N. caninum (TREES et al.,
1994). OTTER ef al. (1995) de 190 fetos
abortados o mortinatos, diagnosticaron N.
caninum en el cerebro de 8 de ellos (4,2%).
Asimismo, la Neosporosis estd considerada
como una de las mayores causas de aborto
en Nueva Zelanda, al mismo tiempo que ha
sido diagnosticada en Canadd, Europa,
Australia, Sudafrica y Jap6én (DUBEY vy
LiNDSAY, 1993). Gran parte de la informa-
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cién disponible sobre la epidemiologia de
Neospora como responsable de abortos en
vacas proviene de estudios realizados en
ganado lechero de California. En un estudio
realizado sobre 689 fetos, entre los 3 y 8
meses de gestacion, se encontrd neosporosis
enel 24,4% (ANDERSON et al., 1991 ).

Los abortos suelen tener lugar a partir del
tercer mes de gestacién con una media de
edad de 5,6 meses. En los fetos, tanto el
parasito como los quistes tisulares son mas
abundantes a finales de la gestacién y tam-
bién en terneros recién nacidos (ANDERSON
et al,, 1991; BARR et al.; 1991), sin embar-
go, los taquizoitos se suelen encontrar en
fetos a los 4 meses de gestacién (DUBEY y
LiNDsAY, 1993). Asimismo, Neospora
puede causar reabsorcién fetal a principios
de gestacidén, muerte y, en algunos casos,
retencion del esqueleto o de los fetos momi-
ficados hasta final de gestacién. Algunos
autores consideran que el hallazgo de fetos
momificados es un signo clinico importante
que hace sospechar de un brote de Neos-
porosis (TREES et al., 1993).

Los terneros nacidos vivos pueden desa-
rrollar signos neuromusculares como resul-
tado de la infeccion por Neospora. Estos
signos clinicos aparecen frecuentemente
entre los 3 y 5 dias de vida aunque también
pueden aparecer a las 2 semanas. Los ani-
males infectados suelen nacer con un peso
mds bajo de lo normal, debilidad y en oca-
siones incapacidad para mantenerse en pie,
ya que las extremidades pueden aparecer en
extension. No obstante actualmente, la pre-
valencia subclinica de la Neosporosis con-
génita todavia no se conoce (BARR et al.,
1991; DuUBEY y LiNnDsAY, 1993).

Experimentalmente se ha comprobado
que de 3 vacas inoculadas con N. caninum,
2 de ellas abortaron fetos momificados; la
tercera fue sacrificada a los 32 dias postin-
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feccién y el feto estaba vivo aunque presen-
taba una extensa necrosis tanto de la materia
gris como de la blanca. En la siguiente ges-
tacidn los fetos fueron normales, aunque en
condiciones naturales se ha comprobado
que la Neosporosis congénita puede repetir-
se en esta especie (BARR et al., 1993).

Asimismo, ANDERSON (1992), al estu-
diar ]a prevalencia en ganado vacuno entre
los afios 1985-1990, observé que ésta era
muy similar a lo largo de ese periodo, lo
cual indica que no se trata de una enferme-
dad nueva introducida recientemente. Sin
embargo, en algunas explotaciones se ha
observado un brote repentino de abortos
provocado por N. caninum; este hecho suele
tener lugar en explotaciones que anterior-
mente no habfan estado en contacto con
dicho pardsito (THORNTON et al., 1994;
YAEGER ef al., 1994).

En caballos, el primer caso fue diagnosti-
cado por DUBEY y PORTERFIELD (1990) en
un feto abortado 2 meses antes de la fecha
prevista para el parto, lo cual indica que en
équidos también es posible la transmisién
transplacentaria, ya que los taquizoitos de
N. caninum se encontraron en secciones de
pulmén.

En ganado ovino, aunque no es una espe-
cie muy susceptible de padecer esta enfer-
medad, se diagnosticé por primera vez en
un cordero de una semana de edad el cual
era incapaz de mantenerse en pie. Los quis-
tes tisulares de N. caninum se encontraban
en cerebro y espina dorsal (DUBEY et al,
1990). En cabras, se diagnosticé por prime-
ra vez a partir de cerebro de cabrito siendo
la distribucién de los quistes similar a la que
se da en el ganado ovino (DUBEY e! al.,
1992).

Respecto a las lesiones en fetos o morti-
natos, éstas no son especificas. En los fetos
abortados, las lesiones microscépicas se

localizan principalmente en cerebro, espina
dorsal y corazén, y ocasionalmente, en pul-
mones, rifiones y membranas fetales (BARR
et al, 1991; DUBEY y LINDsAY, 1993). Las
lesiones microscopicas consisten en encefa-
litis y miocarditis multifocal necrotizante no
supurativa. Los focos de necrosis estan
rodeados de células inflamatorias (de la glia
o mononucleares). Asimismo, también se
pueden encontrar lesiones en la placenta
con infiltrados de células inflamatorias a
nivel focal o intersticial (BARR ef al., 1992).

Neosporosis en animales de compaiiia

Neospora caninum se ha encontrado en
perros infectados naturalmente en distintas
areas geograficas, incluyendo EEUU,
Canad4, Europa, Australia, Sudafrica y
Japon. En animales jévenes la enfermedad
cursa de forma grave, sobre todo en cacho-
rros infectados de forma congenita (HAY er
al., 1990; MAYHEW et al., 1991; DUBEY y
LiNnDsAY, 1993), los cuales desarrollan una
pardlisis ascendente, entre las 7 semanas y
los 10 meses de edad, con las extremidades
posteriores mds gravemente afectadas, no
obstante, los animales pueden vivir durante
varios meses. Cuando aparecen afectados
varios animales de la misma camada esto
debe hacernos sospechar de neosporosis. La
enfermedad puede estar localizada o gene-
ralizada en todos los érganos incluyendo la
piel. Otras disfunciones incluyen dificultad
para tragar, paralisis mandibular, flacidez,
atrofia muscular y finalmente fallo cardiaco
(SHEAHAN et al., 1993; CUDDON et al.,
1992).

Los valores hematicos generalmente no
estan alterados, aunque puede haber incre-
mento de los enzimas séricos asociados con
necrosis de miocitos y del higado: CK, GPT
y AP (CupDON et al., 1992; GREIG et al.,
1995).



No se conoce ninguna predisposicion
racial o susceptibilidad respecto al sexo en
la Neosporosis. No obstante, el caso mas
grave se ha observado en 4 camadas de
Pointer de un mismo duefio, en los que ve
de 36 perros, 29 presentaron pardlisis de las
extremidades y en 6 perros necropsiados se
encontro N. caninum (DUBEY y LINDSAY,
1993).

Mids recientemente, GREIG et al., 1995
describieron un caso de neumonia en un
perro adulto (11 anos de edad). Dicho ani-
mal habia sido tratado durante 8 afios con
corticoides por problemas de atopia. Las
radiografias mostraban una enfermedad
alveolar multifocal distribuida por todo el
pulmén. Al estudiar el aspirado pulmonar se
observaron taquizoitos de N. caninum. ODIN
y DUBEY (1993) citan un caso de muerte
repentina en un perro de 10 meses sin sig-
nos clinicos aparentes. La necropsia del ani-
mal reveld que se trataba de miocarditis
multifocal intersticial y necrosis con infil-
traciéon de linfocitos y macréfagos y unos
pocos neutréfilos. Los taquizoitos se detec-
taron en Jos miocitos y entre las células
inflamatorias.

Diagnéstico

Normalmente el diagndstico de Neos-
porosis se hace sobre cortes histoldgicos
con técnicas convencionales de hematoxili-
na/eosina y también con técnicas inmu-

nohistoquimicas (LiNnDsAY y DUBEY, 1989a;
ANDERSON ef al., 1991).

Estudios preliminares indican que
muchas especies de animales desarrollan
anticuerpos especificos frente a N. caninum
los cuales se pueden detectar mediante IF]
usando como antigeno taquizoitos de N.
caninum procedentes de cultivos celulares.
El titulo de anticuerpos a partir del cual un
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animal es considerado positivo a N. cani-
num es 1/200. Sin embargo, existe cierta
reaccion cruzada entre N. caninum 'y T. gon-
dii en diluciones < 1/50. Los perros con
neosporosis clinica presentan titulos 2
1/200, aunque perros con titulos > 1/800
pueden ser clinicamente normales (DUBEY y
LiNDsAY. 1993). En nuestra opinién, y
segun las recomendaciones del Dr. BUXTON,
consideramos animales positivos a partir de
la dilucién 1/256.

Cuando se trata de diagnosticar Neos-
porosis en el ganado bovino, es preciso
hacer el diagnéstico diferencial frente a T.
gondii y Sarcocystis spp., tanto en el test IFI
como en las técnicas inmunohistoquimicas
(LINDSAY y DUBEY, 1989a; BARR ef al.,
1991; TREES et al., 1994; OTTER et al.,
1995).

La técnica seroldgica ideal debe ser sen-
sible, especifica, (particularmente no debe
haber reaccion cruzada con otros pardsitos
como T. gondii, Sarcocystis spp. u otros
coccidios), de bajo coste, y a ser posible
automatizable, para poder analizar gran
nimero de muestras sin invertir demasiado
tiempo. El test ELISA cumple pricticamen-
te todos estos requisitos y se estd utilizando
como un método rdpido para detectar y titu-
Jar anticuerpos frente a varios antigenos.
Actualmente, el test ELISA frente a N. cani-
num no se ha desarrollado debido a la reac-
cion cruzada frente a otros protozoos
(DUBEY y LINDSAY, 1993). por lo tanto las
futuras investigaciones deben ir encamina-
das a desarrollar dicho test.

Mediante técnicas inmunohistoquimicas
también se puede diagnosticar N. caninum
usando suero anti. En algunos casos se utili-
za suero policlonal de conejos inmunizados
con taquizoitos de cultivos celulares. En
ocasiones, N. caninuwm reacciona débilmen-
te con antisueros de 7. gondii; sin embargo,
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las técnicas inmunohistoquimicas son fia-
bles 100%. Ademds hay que tener en cuenta
que el tipo de antigeno, el estado del pardsi-
to al inmunizar los conejos, el tratamiento
con tripsina o pepsina de los tejidos o la
falta de tratamiento enzimético en los mis-
mos pueden influir sobre los resultados
inmunohistoquimicos (LINDSAY y DUBEY,
1989-a). Actualmente se ha desarrollado un
anticuerpo monoclonal especifico para
taquizoitos y quistes de N. caninum (COLE
etal., 1993).

Tratamiento y profilaxis

Inicialmente algunos farmacos emplea-
dos en el tratamiento de la Toxoplasmosis se
han testado en cultivos celulares de N. cani-
num (Lindsay et al., 1994). Lasalocid,
monensina, piretrezim, pirimetamina y tri-
metroprin previenen la multiplicacidn intra-
celular de N. caninum. Asimismo, la sulfa-
diazina en el agua de bebida previene la
Neosporosis clinica en ratones infectados
experimentalmente, pero su administracion
no es efectiva una vez que los signos clini-
cos han aparecido (DUBEY y LINDSAY,
1993).

En perros, siempre que el diagnostico sea
precoz, se pueden utilizar como tratamiento
sulfadiazina/trimetoprin (15 mg/kg 2 veces
al dia) y pirimetamina (] mg/kg diariamen-
te), aunque ninguno de estos farmacos es
efectivo en animales con pardlisis o rigidez
de extremidades (Hay er al., 1990; MAYHEW
et al., 1991). El tratamiento con clindamici-
na (13,5 mg/kg 3 veces al dia) dio resultado
en un perro con miositis y diagnosticado de
neosporosis (DUBEY y LINDSAY, 1993).
Igualmente DUBEY et al., (1995), al tratar
con clindamicina a un perro con Neosporo-
sis la cual cursaba con dermaltitis piogranu-

lomatosa, resolvieron las Jesiones cutdneas
a los 45 dias del tratamiento.

Respecto a la profilaxis poco se puede
decir, puesto que el ciclo del pardsito ain no
se conoce. En los paises en que ya ha sido
diagnosticada la enfermedad la unica medi-
da que se estd llevando a cabo es el control
de los animales positivos.

Agradecimientos

La realizacién de este trabajo ha sido
posible gracias a una ayuda de investigacién
CAI-CONAI concedida en Noviembre de
1994,

Bibliografia

ANDERSON, M.L., BLANCHARD, P.C. y Barr, B.C.
1991. Neospora-like protozoan infection as a major
cause of abortion in California dairy cattle.
JAVMA. 198, 241-244.

ANDERSON. M.L. 1992, XVII Buitrics Congress and
XXV  American  Association of  Bovine
Practicioners Conference. St. Paul, USA.

BarR, B.C., AxDERSON, M.L.. DUBEY, J.P. y CONRAD.
P.A. 1991, Neospora-like protozoal infectious asso-
ciated with bovine abortions. Vet. Pathol, 28, 110-
I'16.

BaRR. B.C.. ANDERSON, M.L., WooDps, L.W., DUBEY.
J.P.y ConraD, P.A. 1992, Neospora-like protozoal
infections associated with abortion in goats. J. Vet.
Diagn. Invest.. 4, 365-367.

BaRR, B.C.. ConrAD. PA., BREITMEYER, R., SVERLOW,
K.. ANDERSON, M.L., REvNOLDS, J., CHAUVET,
AE.. DuBEey, J.P. y ARDANS, A A. 1993. Congenital
neospora infection in calves born from cows that
had previosly aborted Neospora-infected fetuses:
four cases (1990-1992). JAVMA, Vol. 202 (1), 113-
117.

BARR. B.C., RowE, J.D., SverLOW, K.W., BONDURANT.
R.H.. ARDANS, A A., OLIVER, M.N. y CONRAD, PA.

5



74

1994, Experimental reproduction of bovine fetal
Neospora infection and death with a bovine Neos-
pora isolate. J. Vet. Diagn. Invest.. 6. 207-215.

Bierkas. 1.. Moun. S.I. y PReSTHUS, J. 1984. Uni-
dentified cyst-forming sporozoan causing encepha-
lomyelitis and myositis in dogs. Z. Parasitenkd., 70,
271-274.

BIERKAS. L. y PREsTUS. J. 1988, Immuno-histochemical
and ultrastructural characteristics of a cyst-forming
sporozoan associated with encephalomielitis and
myositis in dogs. Acta Pathol. Microbiol. Immunol.
Scand.. 96. 445-454.

CoLE. R.A.. Linpsay. D.S.. DUBEY, J.P. y BLAGBURN.
B.L. 1993, Deteccion of Neospora caninwm in tis-
sue sections using a murine monoclonal antibody. J.
Vet. Diagn. Invest., 5, 579-584.

ConraD.  P.A.. Barr. B.C.. SverLow. KW,
ANDERSON, M.. DaFT. B.. KinDE, H.. DUBEY, J.P..
MuNsON. L. y ARDANS. A. 1993, In vitro isolation
and characterization of a Neospora sp. from abor-
ted bovine foetuses. Parasitology, 106. 239-349.

Cuppon, P.. Lin. D., Bowan. D.D.. Linpsay. D.S.,
MiLLER. T.K.. Ducan, [.D.. DELAHUNTA, A..
CumMINGS. J.. Suta. M., Cooper. B., KING. I M.,
Dusey. J.P. 1992. Neospora caninum infection in
English springer spaniel littermates. J. Vet. In.
Med., 6. 325-332.

Dusgy. J.P.. CarpPENTER. J.L. v Speer. C.A. 1988.
Newly recognized fatal protozoan disease of dogs.
JAVMA. 192, 1269-1285.

DuBeY. J.P.. HARTLEY. W.J., LINDSAY. D.S. y TOPPER.
M.J. 1990. Fatal congenital Neospora caninum
infection in a lamb. J. Parasitol., 76 (1), 127-130.

Dugkey. J.P. y PorTEFIELD. M.L. 1990. Neospora cani-
num (Apicomplexa) in an aborted equine fetus. J.
Parasitol. 76 (5). 732-734.

DuBey. L.P. 1992, A review of Neospora caninum and
Neospora-like infections in animals. J. Protoozol.
Res. 2. 40-52.

DuBey. J.P.. AcLanp. HM. y Hamir, A.N. 1992,
Neospora caninum (Apicomplexa) in a stillborn
goat. J. Parasitol. 78 (3), 532-534.

Dusey, J.P. y Linpsay. D.S. 1993. Neosporosis.
Parasitology Today. Vol. 9 (12), 452-458.

DuBey. J.P.. METZGER. F.L., HATTEL, A.L.. LINDSAY,
D.S.. y Fritz, D.L. 1995. Canine cutaneous neos-

La neosporosis en animales domésticos

porosis: clinical improvement with clindamycin.
Veterinary Dermatology 6 (1), 37-43.

GrEIG, B., Rossow, K.D., CoLuins, J.E. y DuBey, J.P.
1995. Neospora caninwm pneumonia in an adult
dog. JAVMA, 206, (7), 1000-1001.

Hay, W.H., SHELL, L.G., Lmpsay, D.S. y Dusey, J.P.
1990. Diagnosis and treatment of Neospora cani-
num infection in a dog. JAVMA, 197, (1). 87-89.

HoLmbpHAL, O.J.M., MarTsson, J.G., UcGLA, A.,
Jonansson, K.E. 1994, The phylogeny of
Neospora caninum and Toxoplasma gondii based
on ribosomal RNA sequences. FEMS Microbiology
Letters 119, 187-192.

Linpsay, D.S. y Dusegy, J.P. 1989-a. Immunohistoche-
mical diagnosis of Neospora caninum in tissue sec-
tions. Am. J. Vet. Res., 50. (11), 1981-1983.

Linpsay, D.S. y DuBgy, J.P. 1989-b. In vitro develop-
ment of Neospora caninum (Protoza: Api-
complexa) from dogs. J. Parasitol., 75 (1), 163-165.

Linpsay, D.S., Seeer, C.A., Towvio-Kinnucan, MAA.,
DuUBEY, J.P. y BLAGBURN, B.L. 1993. Use of infec-
ted cultured cells to compare ultrstructural features
of Neospora caninum from dogs and Toxoplasma
gondii. Am.J. Vet. Res., 54, I, 103-106.

Linpsay, D.S.. RippEYy, N.S., CoLg, R.A., PARSONS,
L.C., DuBkey, J.P.. TIDWELL, R.P. y BLAGBURN, B.L.
1994. Examination of the activities of 43 chemot-
herapeutic agents againts Neospora caninum tachy-
zoites in culwure cells. Am. J. Vet. Res., 55, (7). 976-
981.

MavHEw, 1.G., SMITH, K.C., DUBEY, J.P., GATWARD,
LK. y McGrennoN, N.J. 1991, Treatment of
encephalomyelitis due to Neospora caninum n a
litter of puppies. J. Small An. Prac., 32, 609-612.

NIETFELD, J.C., DUBEY, J.P. y ANDERSON, M.L. 1992.
Neospora-like protozoan infection as a cause of
abortion in a dairy cattle. J. Vet. Diagn. Invest., 4,
223-236.

OTTER, A., JEFFREY. M., GRIFFITHS, 1.B. y DUBEY, J.P.
1995. A survey of the incidence of Neospora cani-
num infection in aborted and stillborn bovine fetu-
ses in England and Wales. Vet. Rec., 136, 602-606.

OpIN, M. y DuBty. J.P. 1993. Sudden death associated
with Neospora caninuwm myocarditis in a dog.
JAVMA, 203, (6), 831-833.



T. SAEZ GUTIERREZ, M.C. MARCA ANDRES. M.C. SANZ LORENZO. J.J. RAMOS ANTON 75

SHeaHAN, B.J., CAFFREY, J.F,, DUBEY, J.P. y McHENRY,
D.E 1993. Neospora caninum encephalomyelitis in
seven dogs. Irish Vet. J., 46, 3-7.

Speer, C.A. y Dusey, J.P. 1989. Ultrastructure of
tachyzoites, bradyzoites and tissue cyst of
Neospora caninum. J. Protozool, 36, 458-463.

THORNTON, R.N., GAJADHAR, A. y Evans, J. 1994,
Neospora abortion epidemic in a dairy herd. New
Zealand Vet. J., 42, 190-191.

TRrEeES, AJ., Guy, F, TENNANT, B.J., BALFOUR, A.H. y
DuBey, J.P. 1993, Prevalence of antibodies to

Neospora caninwm in a population of urban dogs in
England. Vet. Rec., 132, 125-126.

TREES, A.J., Guy, F,, Low, J.C., ROBERTS, L., BUXTON,
D. y Dusey, J.P. 1994. Serological evidence impli-
cating Neospora species as a cause of abortion in
British cattle. Vet. Rec., 134, 405-407.

YAEGER, M.J., SHAWD-WESSELS, S. y LESLIE-STEEN, P.
1994. Neospora abortion storm in a midwestern

dairy. J. Vet. Diagn. Invest., 6, 506-508.

{(Aceptado para publicacién en 21 de mayo de 1996)



XXI Jornadas Cientificas de la Sociedad Espaiiola de

Ovinotecnia y Caprinotecnia - E‘@?

Logrofio, 3, 4 y 5 de octubre de 1996
Dia 3 jueves
8.30 h. Recogida de documentacion
9.30 h. Inauguracién
10.00 h. Ponencia: Recursos pastables y alternativas de suplementacién en ovino
11.30 h. Ponencia: Produccién lechera en la especie caprina
13-14 h. Comunicaciones

16-17.30 h. Comunicaciones
18-20 h. Asamblea de socios
20.30 h. Recepcion Ayuntamiento de Logrofio

Dia 4 viernes

9.00 h. Mesa Redonda: “Situacién actual de los esquemas de mejora génética en la
especie ovina”
11-14 h. Comunicaciones
16 h. Visita explotacién ganadera

19.30 h. Recepcion Autonomia de La Rioja

Dia 5 sabado
9.00 h. Ponencia: Enfermedades emergentes en pequeiios rumiantes
11-13 h. Comunicaciones

13.30 h. Clausura
14.00 h. Comida de la SEOC

Para mds informacion puede ponerse en contacto con la Secretarfa de las Jornadas:

Fundacion Caja Rioja

C/ Miguel Villanueva 9, 6.°
26001 Logrono (La Rioja)
TIf: 941-293192

Fax: 941-293124

N J




ITEA (1996). Vol. 92A N.*2,77-91

CARACTERISTICAS TECNICO-ECONOMICAS DE LOS
SISTEMAS PRODUCTIVOS DE CARNE VACUNA DEL
PRINCIPADO DE ASTURIAS
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L. A. Alfageme Beovide
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Agroalimentaria (CIATA)
33300 Villaviciosa (Asturias)

RESUMEN

En este trabajo se procede al andlisis del subsector vacuno de carne asturiano a
través del estudio técnico-econémico de cuatro sistemas de produccién diferentes: sis-
tema Asturiana de la Montafia, sistema puertos, sistema semiestabulacién regular y sis-
tema minima estabulacion. En el mismo se pone de manifiesto que tanto las caracter{s-
ticas técnicas como econdmicas son diferentes y, que la mayor rentabilidad se
consigue en aquellos sistemas que disponen de menores costes y menores ingresos.
Los resultados obtenidos sugieren una mayor rentabilidad de los sistemas extensivos
(Asturiana de Ja Montana y minima estabulacién), debido fundamentalmente al mayor
uso de pastoreo y a la consiguiente reduccién en costes de alimentacion.

Palabras clave: Costes, Rentabilidad, Manejo, Alimentacion.

SUMMARY
TECHNICAL AND ECONOMICAL CARACTERISTICS OF BEEF CATTLE
PRODUCTION SYSTEMS OF ASTURIAS (SPAIN)

In this paper we proceed to analyze the asturian beef cattle sector throught the
technical and economical study of four different production systems. We report that
the four production systems are differents, and the main profitability obtained with that
system in which we have the lower costs and incomes, therefore resulting more inte-
resting the extensive systems (system with Asturian of Mountain and system with
minimun confined), due to the use of a greater percentage of grazing time.

Key words: Costs, Profitability, Management, Feeding.

Introduccion

El sector ganadero asturiano, que aporta
mas del 70% de la Produccion Final Agraria
de la region (SADEL, 1993), atraviesa por una
situacion francamente dificil, ya que a los
tradicionales problemas estructurales que de

siempre han existido en el sector, hay que
afiadir los efectos negativos que actualmen-
te estdn provocando los productos ldcteos y
cdrnicos comunitarios que entran en Espafia
a precios mas competitivos. Ante esta situa-
cién. resuita evidente que si se quiere seguir
siendo competitivo en el mercado es nece-
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sario mejorar la eficiencia productiva de las
explotaciones con objeto de reducir el coste
medio de produccidén. en especial en la
mayoria de explotaciones de media y alta
montafia asturiana, en donde las dificiles
condiciones orograficas y climaticas hacen
que éste resulte muy elevado.

A pesar de esto, las perspectivas de futu-
ro para el subsector de la carne de vacuno
asturiana no son totalmente negativas, dado
que las actuales directrices comunitarias en
esta materia (Reforma de la PAC) van enca-
minadas a potenciar la extensificacién de la
produccion, primando sistemas como los de
Asturias basados en vacas de cria manteni-
das en superficies forrajeras. Ademas, los
recientes escandalos por engorde fraudulen-
to con sustancias prohibidas han provocado
un retraimiento en la demanda y una mayor
concienciacién por parte del consumidor,
que fortalece a la carne asturiana obtenida
con los sistemas que mejor utilizan los
recursos forrajeros propios, al mostrar el
consumidor cada vez mds interés en carnes
producidas de manera natural.

Por todo lo comentado, se hace necesario
un andlisis del sector vacuno de carne astu-
riano, que ponga de manifiesto las deficien-
cias econémicas de los diferentes sistemas
productivos y cuyos resultados puedan con-
tribuir a solventarlas, asf como a la necesa-
ria reordenacién del subsector cdrnico, tanto
en el aspecto productivo como en el comer-
cial. Con ello, se podrian conseguir explota-
ciones de vacuno eficientes, que a su vez
permitirfan alcanzar dos objetivos:

|. Mantener puestos de trabajo en el
campo asturiano, evitando con ello el conti-
nuo despoblamiento y emigracién a las
zonas industriales asturianas, también
inmersas en una profunda crisis y,

2. Realizar una labor ecolégica muy
importante, ya que se conservarian y mejo-

rarfan pastos que de otra manera estarian
abocados al total abandono y consiguiente
avance de la matorralizacion.

A pesar de la importancia que el subsec-
tor vacuno de carne tiene para la economia
regional, los estudios realizados sobre el
mismo son practicamente inexistentes. Se
limitan a estudios de mercado (INVESMARK,
1988; ARTHUR ANDERSEN, 1991), o de cos-
tes de produccién como los de CamPOS
PaLacin (1985) y MARQUINEZ (1986) con 6
explotaciones cada uno en el Concejo de
Somiedo y, el de RoDRIGUEZ (1989) con 12
explotaciones de la montaia central asturia-
na.

En este estudio, se muestran los resulta-
dos técnico-econdmicos de 29 explotacio-
nes del Principado de Asturias, sometidos a
un andlisis multivariante para determinar la
relacidn entre variables y la influencia de
los componentes de los costes e ingresos.

Material y métodos

El trabajo de campo se inici6 en el afio
1991 y consistié en ir localizando y defi-
niendo los diferentes sistemas productivos.
Mediante reuniones con técnicos de asocia-
ciones ganaderas (ASEAVA, ASEAMO), de
comercializadoras de carne (ASCAR) y de
la Consejerfa de Agricultura del Principado
de Asturias se fueron predefiniendo siste-
mas y preseleccionando las posibles explo-
taciones a seguir. Se procuré que las mismas
pertenecieran a los Nucleos de Control de
rendimiento cdrnico ya existentes con obje-
to de contrastar los resultados técnicos obte-
nidos.

Una vez preseleccionadas las ganaderias,
se fueron visitando una a una al objeto de
solicitar su colaboractdn, obtener caracteris-
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ticas de los sistemas y disenar las futuras
encuestas a emplear. Al tratarse de un traba-
joen el cual se les demandaba informacién
econémica, muchos de los ganaderos visita-
dos fueron reacios a participar en el mismo.
Otros, después de varios meses de colabora-
cién, renunciaron a seguir. Asi fue como,
aunque las visitas comenzaran en el afio
1991, no fue hasta 1993 cuando se dispuso
de 29 explotaciones fiables y dispuestas a
colaborar en el estudio (8 explotaciones de
cada uno de los tres sistemas de Asturiana
de los Valles y 5 explotaciones de Asturiana
de la Montana), apareciendo su localizacién
enel mapa 1.

Estas 29 explotaciones fueron visitadas
mensualmente y en cada visita se cumpli-
mentaban cuestionarios de dos tipos:

— En el primero se anotaban los gastos e
ingresos del mes.

- El segundo, que constaba de cinco
hojas y se realiz6 al final del estudio, tenia
como finalidad el recoger informacién no
reflejada anteriormente, asi como repasar
algunas partidas por si se habfan cometido
errores. Asi, la hoja 1 recogia los gastos de

sanidad de todo el afio, la hoja 2 reflejaba la
maquinaria existente en la explotacién, la
hoja 3 las instalaciones, la hoja 4 informaba
de los forrajes conservados (heno y ensila-
do) realizados en la explotacién y la'hoja 5
recogia los gastos financieros, subvenciones
y primas a Ja produccién.

La estimacion de costes en explotaciones
vacunas asturianas no es sencilla, ya que
ademas de lo dificil que resultan de estimar
algunos factores (coste del ganado, coste de
la mano de obra familiar, etc), se debe de
tener en cuenta que las explotaciones con
vacas de cria asturianas son por lo general
de cardcter mixto en donde, ademds de esas
vacas coexisten una agricultura de autocon-
sumo y otros tipos de animales (vacas de
leche, ovejas, etc), resultando con ello una
produccién conjunta no acoplada que difi-
culta el estudio al existir una serie de costes
repartibles (ALONSO y SERRANO, 1991). Por
este motivo, se supuso que el coste total de
la explotacion consta de las partidas de ali-
mentacion, instalaciones, sanidad y otros
costes, cada una de las cuales engloba a su
vez a los componentes que aparecen en el
cuadro 1.

Mapa 1. Localizacién geogrifica de las explotaciones consideradas.
Geographic localization of farms
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CUADRO 1
COMPONENTES DEL COSTE DE PRODUCCION
COMPONENTS OF PRODUCTION COST

Alimentacién

[nstalaciones

Magquinaria Pastos
Seguros Contribucion ristica Seguros
Alquileres Arrendamientos | Gastos generales
Reparaciones Materiales Amortizaciones
Amortizaciones Jornales Intereses
Combustible Semillas Mantenimiento
Lubricantes Fitosanitarios
Intereses Fertilizantes

Sanidad Otros costes

R
Cesdreas y partos Seguridad social
Inseminaciones y lavados

Mamitis y secados

Seguro animales
Cuotas asociaciones
Desparasitaciones Compra animales
Resto sanidad vacas Amortizacion reproductores
Diarreas terneros Intereses

Resto sanjdad terneros

Transportes
e e |

Los ingresos de la actividad del vacuno
de carne tenian dos procedencias:

— Venta de ganado para vida o sacrificio.

- Primas y subvenciones: prima a la vaca
nodriza. prima al ternero macho. indemni-
zacion compensatoria de montafia y, en el
caso del sistema de Asturiana de la
Montana. prima a la conservacion de la
raza.

Finalmente. se considerd la capitaliza-
cion ganadera como el incremento del reba-
fio o diferencia de inventario que durante
ese afio tuvo lugar, imputando el precio de
mercado a cada tipo de animal incrementa-
do.

Conocidos los ingresos y capitalizacion
ganadera. asi como los costes de la activi-
dad. se procedi6 al cédlculo del beneficio,
entendido como la diferencia entre ambas
partidas.

Una vez conocidos los beneficios de la
actividad. se estimé el umbral de rentabili-

dad como aquel tamafo de explotacion que
permite generar una determinada renta
(CavERO y HERNANDEZ, 1987), estimdndose
en este caso como el nimero de vacas nece-
sario para alcanzar la Renta de Referencia
reflejada en el R.D. 1.887 sobre Mejora de
las Estructuras Agrarias.

Con objeto de caracterizar pardmetros de
los diferentes sistemas productivos, se hizo
necesaria la definicién de una unidad de
referencia que permitiera ademds comparar
sistemas. Los sistemas de produccion estu-
diados ofertan productos muy diferentes
(terneros al destete, terneros para sacrificio,
vacas para vida, novillas, etc). Es imposible
referir los resultados a unidades tipicas,
como kg vivo (ya que no se conocen los
pesos de todos los animales vendidos) o kg
canal (ya que no va a sacrificio todo lo ven-
dido). Por tanto, se tomd como referencia la
unidad de ganado mayor (UGM), definida
tras reuniones con técnicos de las asociacio-
nes de ganaderos y de la Consejeria de
Agricultura de la siguiente manera:
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| vaca (animal que ya ha parido alguna vez)

1 novilla (desde 1 afio hasta el parto)

| ternera de reposicion (desde destete hasta 1 ano)
1 ternero en cebo (desde destete hasta sacrificio)

I ternero lactante (desde nacimiento hasta destete)

| semental (animal para monta natural)

Los resultados econdmicos obtenidos en
los diferentes sistemas productivos fueron
sometidos a un andlisis de varianza a través
del paquete estadistico SAS (Sas Inc,
1987). Se utilizé el test de comparacion de
medias Student-Newman-Keuls, que permi-
te la comparacion simultdnea de los niveles
en los factores y que tiene la maxima sensi-
bilidad dentro de los test de rango miltiple
(MILLER, 1981). Ademas, se realizd un ana-
lisis factorial de componentes principales
(ACP), con el fin de caracterizar los siste-
mas productivos y describir multifactorial-
mente la estructura de los costes e ingresos,
empleando para ello el paquete estadistico
STATIS (INRA, 1987).

Resultados y discusion

Caracterizacion de los diferentes
sistemas productivos

La clasificacion de las explotaciones
incluidas en este estudio seguin sistemas de
produccion diferentes. no puede hacerse
atendiendo a una tnica variable o relacién
entre variables. puesto que ademds de la
homogeneidad entre ellas. cada explotacién
presenta peculiaridades respecto al resto.
Por ello. se impone realizar un andlisis mul-
tivariante sobre los datos técnicos recogidos

=1 UGM
=0,7 UGM
=0,5 UGM
=0,7UGM
=0,3UGM
=1 UGM

en las explotaciones (JUDEz, 1989), de
modo que sea la combinacién de los compo-
nentes principales con las relaciones entre
variables de cada explotacién la que nos
caracterice su estructura productiva.

De este modo, los aspectos técnicos que
se estudiaron para analizar su posible
influencia sobre la rentabilidad de los siste-
mas fueron la raza, el manejo de vacas
reproductoras, el de terneros lactantes, la
intensificacién productiva, la alimentacién
de vacas reproductoras, la produccién forra-
jera y la eficiencia de la mano de obra pro-
pia. Se muestra en el cuadro 2 la descripcion
de las variables consideradas para caracteri-
zar dichos aspectos, asi como las unidades
en que se han medido.

El andlisis en componentes principales
(ACP) realizado explica en sus dos prime-
ros ejes extraidos un 60% de la variacién
total encontrada. Dada la dispersion de
datos existente, se considera suficiente
como para obtener conclusiones.

La figura | muestra la representacion de
las variables técnicas en el primer plano fac-
torial. De la observacién del primer plano,
del coeficiente de correlacion de las varia-
bles técnicas con los componentes principa-
les, y utilizando como criterio para la defini-
cion de los ejes factoriales un coeficiente de
correlacion eje-variable superior al 70%, se
desprenden los siguientes resultados:
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CUADRO 2
VARIABLES CONSIDERADAS
TECHNICAL AND ECONOMICAL VARIABLES
T GRUPO ( CODIG J VARIABLE UNIDAD
RAZA al Raza 071
B Estancia en establo Dias/ano
MANEJO DE VACAS C Estancia en puertos Dias/afio
REPRODUCTORAS D Estancia en monte pastable Dias/afo
E Pastoreo solo Dias/afio
F Pastoreo suplementado J Dfas/aﬁoj
| MANEJO DE TERNEROS G | Terneros lactantes que pastan | %
H Terneros vendidos al destete %o
INTENSIFICACION I - Carga ganadera UGM/ha
PRODUCTIVA J Aprovechamiento de forraje kg MS/ha
VARIABLES K Heno consumido kg MS/ano
TECNICAS ALIMENTOS L Ensilado consumido kg MS/aino
POR VACA M Hierba verde segada consumida kg MS/afio
N Pienso consumido kg MS/afio
O Heno producido Yo
PRODUCCION DE P Ensilado producido %o
FORRAJES PROPIOS Q Hierba verde segada producida %
R B Hierba verde pastada %
S B Elaboracion de hierba pastada Horas/t
MANO DE OBRA PROPIA T Elaboracién de heno Horas/t
EMPLEADA u Elaboracién de ensilado Horas/t
\Y% Elaboracién de hierba verde Horas/t
w Coste total pta/UGM
X Sanidad %
Y Instalaciones e
COSTES DE Z Alimentos propios e
AA Alimentos comprados Ye
AB Seguridad Social Agraria %
AC Otros costes %o
AD Ingreso total pta/UGM
AE Venta para vida o
INGRESOS AF Venta para carne Ye
AG Primas y subvenciones %
VARIABLES CAPITALIZACION AH Incremento del rebafio pta/UGM
ECONOMICA Al Beneficio por UGM producida pta
BENEFICIO SIN PRIMAS Al Beneficio por explotacién pta
AK Beneficio por vaca J pta
AL Beneficio por UGM producida pta
BENEFICIO CON PRIMAS AM Beneficio por explotacién pta
AN Beneficio por vaca pta
AO Coste del pasto ptarkg MS
COSTE DE PRODUCCION AP Coste del heno ptakg MS
DE FORRAJES PROPIOS AQ Coste del ensilado pta/kg MS
L AR B Coste de hierba verde segada pta’kg MS
UMBRAL DE AS Vacas necesarias/explotacién N° vacas
L RENTABILIDAD AT UGM a producir/explotacion N°UGM
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Figura I. Representacion de las variables técnicas (parte superior) y de las explotaciones (parte
inferior) en el primer plano factorial
Figure 1. Technical variables (above) and farms (below) in the first factorial plane
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| El primero de los factores extraidos
estd correlacionado positivamente con el
pastoreo del terneros lactantes (G) y el apro-
vechamiento en forma de hierba pastada
(R). Negativamente, con aquellas variables
relacionadas con el aprovechamiento de
hierba segada a pesebre (Q, V, M) y la efi-
ciencia de la mano de obra para produccién
de hierba para su pastoreo (S). Por tanto,
este eje caracteriza las explotaciones segin
la forma de aprovechamiento del forraje en
verde. bien sea en pastoreo (hacia la derecha
del eje) o suministrada en pesebre (hacia la
izquierda del mismo).

2. El segundo de los ejes retenidos, se
correlaciona positivamente con el aprove-
chamiento en forma de heno (O). la inefi-
ciencia de la mano de obra en la elaboracidn
del mismo (T) y el % de terneros vendidos
al destete (H). Negativamente, con la pro-
ductividad forrajera (J) y la utilizaciéif del
ensilado como método de conservacidn del
forraje (L, P). Este factor caracteriza, por
tanto. la forma de conservacién del forraje
empleada (heno hacia arriba. y ensilado

Sistema AM Sistema PUERTOS

hacia abajo del eje), asi como la forma de
venta de los terneros (venta al destete hacia
arriba).

Una vez extraidos los factores, se carac-
terizaron sobre ellos las explotaciones (figu-
ra 1, parte inferior), comprobando como los
datos técnicos utilizados y sus componentes
retenidos por el ACP determinan la existen-
cia de cuatro sistemas de produccién dife-
rentes. El primero corresponde al sistema de
la Asturiana de la Montana (sistema AM), el
segundo al sistema de Asturiana de los
Valles con subida a puertos de montafia (sis-
tema PUERTOS), el tercero al sistema de
Asturiana de los Valles con semiestabula-
cion regular (sistema SER), y el cuarto al
sistema de Asturiana de los Valles con esta-
bulacién minima (sistema MIN). Estos sis-
temas coinciden plenamente con los descri-
tos por las asociaciones de ganaderos
(ALONSO, 1992; GOYACHE, 1995), y tienen
una ubicacion bien definida dentro de la
geografia asturiana (mapa 2).

Ol

.
g

U

?5553 Sistema MIN

Sisterna SER

Mapa 2. Ubicacion de los sistemas productivos del Principado de Asturias
Geographic localization of production systents from Asturias
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El sistema AM resulta estar caracterizado
por una baja productividad forrajera, la uti-
lizacién del henificado como método de
conservaciéon del forraje, la venta de las
crias al destete y el aprovechamiento en
pastoreo de la superficie forrajera propia.

El sistema PUERTOS coincide en esen-
cia con el anterior, estando en parte discri-
minado por la introduccién de la variable
raza explotada (Asturiana de los Valles). Se
diferencia ademds del sistema AM en que se
realiza un menor aprovechamiento del
pasto, como consecuencia de los largos
periodos invernales en que se estabula al
ganado y, en una venta mas tardia de los ter-
Neros.

En el sistema SER, el andlisis realizado
discrimina los dos subsistemas existentes
(Cangas del Narcea y Allande) en funcién
del momento de venta de los terneros (al
destete en Cangas del Narcea y una vez
cebados en Allande). Presenta una mayor
dispersién y, se caracteriza fundamental-
mente por la siega de forraje verde y su
suministro en pesebre.

El sistema MIN se distingue por unas
elevadas productividades forrajeras, por la
utilizacion del ensilado como forma de con-
servacion del forraje, por el cebo de los ter-
neros y por mayor nimero de dias de pasto-
reo de la superficie forrajera propia.

Resultados econémicos de los sistemas de
produccion

Los resultados econémicos obtenidos en
los diferentes sistemas productivos se mues-
tran en el cuadro 3, pudiendo observar como
corresponden los menores costes (86.600
pta/UGM producida) al sistema mas exten-
sivo (AM), y como se incrementan a medida

que se intensifica la produccién (MIN, SER
y PUERTOS).

La partida de sanidad supone entre el 6 y
el 9% de los costes totales, sin diferencias
entre sistemas. Pero. referido a las UGM
producidas, supone unas oscilaciones consi-
derables, comprendidas entre fas 5.200 pta
del sistema AM y las 14.200 pta del sistema
SER (muchos gastos en cesareas al disponer
de vacas culonas). Las instalaciones presen-
tan diferencias entre el sistema MIN (10.5%
de los costes) y los otros tres sistemas (entre
4,3y 6,6%), por ser las explotaciones MIN
las dnicas que se estdn acogiendo a planes
de mejora y disponen, por tanto, de amorti-
zaciones que elevan esta partida. La alimen-
tacion del ganado representa entre el 38%
de los costes en el sistema PUERTOS y el
62% en el sistema SER, correspondiendo
por lo general los mayores porcentajes a
aquellos sistemas que compran mds alimen-
tos fuera de la explotacién. La partida de
otros costes ofrece grandes diferencias entre
sistemas, en especial en lo que se refiere al
sistema PUERTOS. Alcanza las 101.000
pta/UGM producida (44% de los costes
totales de produccion), mientras en 10s otros
tres oscila entre 30.000 y 40.000. Se debe
basicamente a la amortizacién del ganado
reproductor, que en estas zonas tiene un ele-
vado valor.

En cuanto a los ingresos, el sistema
PUERTOS presenta los mayores ingresos
(446.800 pta/UGM producida), significati-
vamente diferentes a los de los otros tres,
que oscilaron entre las 221.800 pta del MIN
y las 305.500 pta del SER. Se debe a que en
este sistema se venden fundamentalmente
animales para vida (el 63% de los ingresos),
a elevados precios (como media cada UGM
se vendid a 328.900 pta). Las primas y sub-
venciones representan alrededor del 15-
17% de los ingresos, a no ser en el sistema
AM, en donde la existencia de una prima
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CUADRO 3
RESULTADOS ECONOMICOS DE LOS SISTEMAS PRODUCTIVOS
ECONOMIC RESULTS OF PRODUCTION SYSTEMS

SISTEMA SISTEMA SISTEMA SISTEMA
AM PUERTOS SER MIN
COSTES DE PRODUCCION
(Miles pta/UGM producida) 86.6+138a 230,6 + 88.1¢ 2062+495b 1271 +253 ab
- Sanidad (%) 6,5 ns 7.2 ns 9.2 ns 6,7 ns
- Instalaciones (%) 43a 6.4a 66a 10.5b
- Alimentacion (%) 383a 4206a 62,3 b 589b
- Owros costes (%) 509 a 43.8b 21.8¢ 239¢
INGRESOS
(Miles pta/UGM producida) 225,5+553a 446,8 £ 1524 b 3055+ 1156a 2218+392a
- Venta para vida (%) 54.1a 63,5a 273b 338b
- Venta para carne (%) 23a 203 a 553b 51.2b
- Subvenciones (%) 436a 16,2b 173b 15.0b
CAPITALIZACION GANADERA
(Miles pta/UGM producida) 77. 612 ns 10,2+ 245 ns 433+733ns 67,5 +59.4 ns
BENEFICIO CON SUBVENCIONES
- Miles pta/explotacion 1.683 511 ab 1.154 + 350b 1.047 £519b  2.347+1.09a
- Miles pta/UGM prod 2200+ 144 a 2245+x551a 157,2+463b 162,2+27,5b
- Miles pta/vaca mantenida 121.0+238a 910+ 11,1b 84,6+89b 99,2+20,1b
UMBRAL RENTABILIDAD
(vacas/explotacion)
- Con subvenciones 153x27a 200+250 21,5+23b 19.0+47b
- Sin subvenciones 28.0+6.9 ab 30,0 £5,0ab 32,8+39a 245+69b

a. b. c: distintas letras en la misma fila equivalen a medias significativamente diferentes a p < 0,05

ns: diferencias no significativas

adicional (conservacion de la raza Asturiana
de la Montana) origina que esta partida
suponga casi el 44% de los ingresos.

Con todo esto, el beneficio obtenido
tanto con primas como sin ellas, aumenta
con el tamafio de la explotacion, desde los
sistemas en que es menor (SER y PUER-
TOS) hasta los de mayor tamano (AM vy
MIN). En cuanto al beneficio por UGM pro-
ducida, es superior en PUERTOS y AM,
consecuencia directa de los elevados pre-
cios de venta y primas percibidas, asi como

de la menor productividad de los mismos. Si
el beneficio se refiere a vacas mantenidas en
la explotacién, el sistema AM sigue siendo
el mds interesante, mientras que para los
relativos a la raza Asturiana de los Valles, el
MIN es el de mejor rendimiento por vaca.

Teniendo en cuenta que las primas no
perdurardn de por vida, los umbrales de ren-
tabilidad se estimaron si tener en cuenta las
mismas. Considerando los precios y demas
caracteristicas manejadas en este trabajo,
resultaron unos umbrales comprendidos
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entre las 24,5 vacas del sistema MIN y las
32,8 del sistema SER (RODRIGUEZ CAs-
TANON, 1996). El menor valor del MIN se
debe al cebo de los terneros y al mejor apro-
vechamiento de los prados, mediante una
mayor carga ganadera y mas porcentaje de
pastoreo.

Relacion entre los datos técnicos y
econdmicos obtenidos

Al objeto de relacionar los resultados
econdémicos de cada sistema con aquellas
técnicas que los caracterizan, se afadieron
al ACP anterior las variables econémicas
siguientes: costes totales, ingresos totales,

beneficio sin primas, beneficio con primas y -

umbral de rentabilidad.

Al igual que en el caso anterior de carac-
terizacion de sistemas, hay que suponer que
los datos econémicos no son funcién de un
solo pardmetro, sino de la combinacién e
interrelacion de todos ellos. Por tanto, el
andlisis a realizar debe de ser multifactorial,
en lugar de limitarse a la clasica divisién en
cabeza-media-cola segtin conceptos indivi-
duales.

Los ejes retenidos en el ACP son asimila-
bles a los que originaban las razones técni-
cas, y sobre ellas Ja clasificacion de los sis-
temas es similar a la anteriormente descrita,
si bien en este caso, por la dispersién propia
de los resultados econdmicos, la fraccién de
inercia que explican los ejes retenidos des-
ciende al 53% del total.

Los coeficientes de correlacion de las
variables econdmicas con los ejes factoria-
les nos indican una correlaciéon positiva
entre los costes totales/UGM (W) y el eje 1,
que define a los sistemas por la diferente
utilizacién del forraje en verde (figura 2).
Esto hace suponer que las explotaciones que

utilizan el aprovechamiento en pastoreo
frente al acarreo del forraje a pesebre obtie-
nen unos costes menores. En este punto,
como se observa en ]Ja mencionada figura 2
(parte inferior) los sistemas referenciados
que obtienen menores costes son el AM y el
MIN, influenciados por el manejo del forra-
je en pastoreo. Por contra, los de mayores
costes fueron el PUERTOS y el SER, carac-
terizados por el eje 2 (asociado a tipo de
conservacion del forraje, venta del ternero y
productividad forrajera).

La razén econémica ingreso/UGM (AD)
se encuentra intimamente ligado a la varia-
ble costes, de manera que unos costes altos
suponen mayores ingresos. Asimismo, este
ratio se correlaciona positivamente con el
eje 1, que asocia sistemas que emplean
menos pastoreo. Ademds, la variable venta
de terneros al destete estd ligada positiva-
mente con los ingresos, como consecuencia
de que en los sistemas que se distinguen
segtin ella (PUERTOS y SER), el precio de
venta es superior por tratarse de animales
que se venden para vida (PUERTOS) o pre-
sentar cardcter culén (SER).

El sistema AM, auin estando asociado a la
parte negativa del eje 2 (productividad
forrajera baja, henificado en exclusiva y
venta del ternero al destete), obtiene bajos
ingresos/UGM debido a los menores pre-
cios de venta de los animales.

El sistema MIN obtiene menores ingre-
sos/UGM que en PUERTOS y SER debido
al menor precio de venta del producto (ter-
nero cebado), e inferiores al AM por dispo-
ner de menores subvenciones.

El beneficio sin primas (AK) y el benefi-
cio con primas (AN) se sitian sobre el seg-
mento negativo del eje |. Segiin esto, los
altos beneficios se consiguen en sistemas
que utilizan mayormente el pastoreo, que
estd asociado a menores costes. Es impor-
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Figura 2. Representacion de las variables ceconomicas (parte superior) y de las explotaciones (parte
inferior) en el primer plano factorial
Figure 2. Economical variables (above) and farms (below) in the first factorial plane
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tante comentar que la alta rentabilidad se
consigue gracias a los bajos costes, no a los
altos ingresos, poniendo de manifiesto la
importancia que la ganaderia extensiva
tiene en el futuro, no solamente desde el
punto de vista econdmico, sino también
desde el medioambiental. Por este motivo,
los sistemas AM y MIN resultaron ser los
que mayores beneficios obtuvieron.

Si tomamos como referencia los benefi-
cios sin primas (AK), el sistema MIN resul-
ta ser el mds rentable gracias a los bajos cos-
tes (pastoreo) y a la alta productividad
forrajera (eje 2). El AM pasa a ser el mds
interesante cuando se tienen en cuenta las
primas, por ser el que mayores subvencio-
nes percibe (32% de los ingresos).

El sistema PUERTOS se nos revela como
el menos rentable, por estar asociado a cos-

Eje 2

AE

AG

tes muy altos (eje 1), superando el SER al
anterior en funcién de una mayor producti-
vidad, tanto forrajera (eje 2) como ganadera
(menor % de venta al destete).

Estructura de los costes e ingresos

Como hemos visto anteriormente, los
mayores beneficios se consiguen en aque-
llos sistemas que obtienen menores ingresos
y menores costes por UGM producida. Se
pretende establecer en este apartado qué
partidas constituyentes de los gastos e
ingresos determinaron la mayor 0 menor
rentabilidad de las explotaciones.

El andlisis multifactorial ACP que inclu-
ya los datos referentes a la estructura de
costes e ingresos (figura 3), nos permite
deducir que el coste total (W) estd caracteri-
zado por el eje | (utilizacién del forraje en

AQ

Figura 3. Representacién de las variables determinantes de los costes e ingresos
Figure 3. Determinant variables of costs and incomes
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verde), estando ademas asociado por igual a
todos los componentes del mismo: sanidad
(X). instalaciones (Y), alimentos propios
(Z), alimentos comprados (AA) y seguridad
social (AB). Se exceptia la partida de otros
costes (AC), que por tratarse fundamental-
mente de compra y amortizacién de anima-
les, estd positivamente correlacionada con
los ingresos.

Los ingresos totales (AD) estdn caracte-
rizados por el eje 2 (conservacion de forraje
y venta de terneros) y positivamente corre-
lacionados con las partidas de venta para
vida (AE) y otros costes (AC). Se debe, res-
pectivamente, al mayor precio de venta de
los animales al destete y a la capitalizacién
ganadera. Ademds, los ingresos estdn corre-
lacionados positivamente con el coste de
produccion del heno (AP) y negativamente
con ¢l del ensilado (AQ), lo que indica que
los mayores ingresos se consiguen en aque-
llos sistemas que disponen de mayores cos-
tes y mayores porcentajes de heno elabora-
do (PUERTOS).

Conclusiones

— Las explotaciones asturianas de carne
de vacuno pueden agruparse en cuatro siste-
mas diferentes de produccion (Asturiana de
la Montanfia, puertos, semiestabulacién regu-
lar y estabulacién minima), los cuales pre-
sentan grandes diferencias en lo que se
refiere a pardmetros técnicos y resultados
econémicos.

- Dichos sistemas productivos quedan
caracterizados por dos ejes. El primero
caracteriza explotaciones segtn la forma de
aprovechar e] forraje en verde (pastoreo o
pesebre), mientras que el segundo lo hace

segun la forma de vender los terneros y de
conservar ¢l forraje (heno o ensilado).

— Los sistemas de mayor rentabilidad
fueron aquellos que se asociaron a menores
costes, aun a costa de obtener menores
ingresos. Ademads, los costes de produccion
se reducen en aquellos sistemas mds exten-
sivos que emplean el pastoreo frente a la ali-
mentacion en pesebre.

— Los sistemas de Asturiana de la
Montania (sistema AM) y el de Asturiana de
los Valles con minima estabulacion (sistema
MIN) resultaron ser los de mayores benefi-
cios por vaca mantenida de todos los siste-
mas considerados en este trabajo. Por tanto,
y de acuerdo con el nuevo enfoque que se le
pretende dar a la nueva PAC, éstos deben
ser los sistemas a tener en cuenta como
modelos de produccién rentable y compati-
ble con el medio ambiente.

— El cebo de terneros en explotaciones
con vacas de cria incrementa la rentabilidad
de las mismas. debiendo ser, por tanto, una
préctica habitual entre los ganaderos, maxi-
me cuando en la actualidad estan surgiendo
Léabeles que garantizan la calidad del pro-
ducto.
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RESUMEN

Una de las principales limitaciones para la tipificacion genética de individuos es
la cantidad de ADN presente en la muestra bioldgica de partida, asi como su estado de
conservacion. En el presente trabajo se compara la eficiencia de diferentes métodos
para la extraccién de ADN a partir de muestras bioldgicas de diferente origen y en
diferente estado de conservacién. La metodologia que se describe posibilita la caracte-
rizacién genética de individuos mediante tecnologia PCR ("Polimerase Chain
Reaction") a partir de muestras biolégicas limitantes o no en contenido de ADN: san-
gre, tejidos, células bucales y pelos. Asimismo, se ha realizado un estudio del impacto
del agente conservante utilizado (etanol o formol) sobre la integridad del ADN de
muestras bioldgicas archivadas procedentes de museos e institutos anatomo-patolégi-
cos. y en dltima instancia. su aptitud para el andlisis.

El ejemplo particular que presentamos es la identificacién del sexo mediante la
amplificacién de los loci ZFX/ZFY y posterior andlisis de RFLPs ("Restriction
Fragment Length Polimorphisms™) en diferentes mamiferos. Sin embargo, esta técnica
de sexaje a veces presenta problemas para el diagnéstico del sexo en rumiantes, por lo
que es frecuente incurrir en una falsa asignacién del sexo. Para mejorar la precisién de
esta técnica hemos introducido un "control interno” en el andlisis de RFLPs que pro-
porciona un inequivoco diagnéstico del sexo: el vector plasmidico pUCIS.

Palabras clave: PCR, ZFX/ZFY, sexaje, sangre, tejidos, células bucales, pelos
y pUCIS.

SUMMARY

DNA TYPING OF INDIVIDUALS BY USING DIFFERENT BIOLOGICAL
SPECIMENS: SEX DIAGNOSIS VIA SELECTIVE DNA AMPLIFICATION AND
RFLPs ANALYSIS

Nucleic acids content or integrity in biological samples constitute an important
limiting factor for DNA typing technology. In the present work, several procedures are
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tested for the extraction and purification of DNA from different biological sources at
different stages of preservation. The methodology we describe allows PCR-based
DNA typing from an assorted range of biological specimens: blood, tissues, buccal
cells and follicle hairs. We also have analysed the tmpact of the preservation method,
ethanol or formalin fixation. on DNA integrity from collected archival materials and
hence the suitability for genetic surveys.

The particular example we show refers to sex identification in different mammals
by using selective amplification of the ZFX/ZFY loci and subsequent RFLPs analysis.
However, this technique sometimes presents problems for sex diagnosis in ruminant
species. To improve the accuracy of this sex identification method, we have imple-
mented the technique with an appropiate control in the RFLPs analysis that ensures a
correct sex assignation: the pUCI8 plasmid.

Key Words: PCR, ZFX/ZFY, sexing, blood, tissues. buccal cells, hairs and pUCI8.

Introduccion

El interés por la tipificacion genética de
individuos mediante técnicas de genética
molecular es cada dia mas creciente en
areas como las Ciencias Biomédicas,
Ciencias Agrarias y Medio Ambiente, debi-
do al impacto que ésta puede tener en aspec-
tos sanitarios, econémicos, asi como en el
mantenimiento de una biodiversidad global.
Esta tecnologia se ha visto revolucionada
mediante la utilizacién de la técnica de
amplificacion selectiva de ADN o PCR
("Polymerase Chain Reaction"”) en campos
aplicativos de la ciencia de lo mds diverso:
Diagnéstico y prondstico clinico (PERUCHO,
1994: MAHBUBANT y BEJ, 1994: MASSARI et
al.. 1996: ARRrIGO, 1994; D'AURIOL y SI-
GAUX. 1994). produccién y mejora genética
animal y vegetal (HETZEL. 1993; MONTGO-
MERY et al.. 1993), diagnéstico forense (Bu-
DOWLE ¢r al.. 1994) y conservacion de espe-
cies en vias de extincion (ARNHEIM ef al.,
1990: HEDRICK y MILLER, 1992; EHRLICH y
WILSON, 1991).

Sin embargo. una de las principales limi-
taciones que esta tecnologia presenta es la
cantidad de ADN presente en la muestra

biolégica de partida, asi como su estado de
conservacion. En el presente trabajo se
compara la eficiencia de diferentes métodos
de extraccion de ADN a partir de muestras
biolégicas muy diversas que nos permiten
llevar a cabo estudios genéticos mediante
amplificacién selectiva de ADN (PCR) y
posterior caracterizaciéon con enzimas de
restriccién (RFLPs). Por consiguiente, nues-
tro objetivo es disponer de una metodologia
analitica adaptada a las caracteristicas de la
muestra bioldgica de partida (sangre, teji-
dos, células bucales y pelos). Asimismo, se
ha hecho un estudio de] impacto de algunos
métodos de preservacion (congelacion, eta-
nol y formol) sobre la integridad del ADN
de muestras bioldgicas archivadas, y en
consecuencia, su aptitud o no para andlisis
genéticos utilizando esta tecnologia.

Para la validacion de los diferentes méto-
dos de extraccion de ADN, asi como el ori-
gen y preservaciéon de las muestras. se ha
utilizado la técnica de amplificacién selecti-
va de ADN (PCR) al ser esta reaccién enzi-
mdtica muy vulnerable a la presencia de
inhibidores que suelen contaminar las pre-
paraciones de ADN. El ejemplo particular
que presentamos es la identificacién del
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sexo en individuos mediante amplificacién
de un dominio funcional conservado en ma-
miferos, "zinc finger domain" (PAGE et al.,
1987; SCHENEIDER-GADICKE ef al., 1989;
PALMER et al., 1989), de los genes ZFX y
ZFY localizados en los cromosomas X e Y,
respectivamente. La posterior caracteriza-
cién del producto amplificado con enzimas
de restriccién producird un polimorfismo
que identificard el sexo (RFLPs) (AASEN y
MEDRANO, 1990).

La figura | muestra las secuencias nucle-
otidicas de los loci ZFX (a) y ZFY (b)
amplificados por PCR en la especie huma-
na. Asimismo, la figura ilustra el modo en
que los oligonucleétidos iniciadores o "pri-
mers" (P1-5EZ y P2-3EZ) se aparean con
sus secuencias complementarias del ADN
molde "desnaturalizado” para que el enzima
Taq ADN polimerasa I produzca su exten-
sion en direccién 5'—3'. La secuencia de los
"primers” (caja negra en la figura) aparece
alineada con su secuencia complementaria
en la cadena de ADN molde respectiva.

Utilizando un programa de manipulacién
de secuencias nucleotidicas se han compa-
rado las secuencias de ADN de los fragmen-
tos ZFY y ZFX amplificados en la especie
humana (figura 1 a y b). De 447 pares de
bases (pb) alineadas aparecen 25 nucle6ti-
dos diferentes, lo que da una homologia
entre ambas secuencias muy elevada (94.4
%). Los nucledtidos que difieren aparecen
marcados en la secuencia amplificada ZFX
con un asterisco grande (figura 1a). Hay que
destacar que estas diferencias en la compo-
sicién nucleotidica serdn las responsables
del polimorfismo que identifique el sexo.
Asi por ejemplo, el nucledtido en posicién
129 del locus ZFY (figura 1b) es un residuo
G (guanina), que con sus bases contextuales
5'-GGCC-3', determinan un sitio de recono-
cimiento para el enzima de restriccion Hae
[1I. Por el contrario, este residuo en la

misma posicion del locus ZFX (figura la)
estd sustituido por una adenina (A), y por
consiguiente, la secuencia 5'-AGCC-3" ya
no es "diana" de la endonucleasa Hae I11,
desapareciendo por tanto este sitio de corte.
Este polimorfismo generado por la diferente
longitud de los fragmentos resultantes de la
digestion de los loci ZFX/ZFY amplificados
con el enzima de restriccion Hae IIl es lo
que se denomina RFLPs o "Restriction
Fragment Length Polymorfisms”. Por tanto,
este enzima de restriccién puede ser de utili-
dad para el diagnéstico del sexo en la espe-
cie humana (AASEN y MEDRANO, 1990).

En el caso de pequefos rumiantes, espe-
cies ovina y caprina, la idendificacién del
sexo se puede llevar a cabo con el enzima
Sac I que reconoce y corta la secuencia 5'-
GAGCTC-3" presente Unicamente en el
locus ZFX de estas especies. Por el contra-
rio, para el sexaje en la especie bovina se
debe utilizar el enzima de restriccién Pst 1
que reconoce y corta la sequencia 5-CTG-
CAG-3' del locus ZFY bovino (AASEN y
MEDRANO, 1990). Es interesante destacar
que en la especie humana el enzima Sac 1
también produce un polimorfismo que iden-
tifica el sexo (locus ZFX); por el contrario,
Pst I no lo produce al digerir ambos loci,
ZFX y ZFY, en la misma posicién (figura |
ayb).

A pesar de la amplia difusion de esta
metodologia para el sexaje (AASEN y
MEDRANO O, 1990; POLLEVICK et al., 1992),
esta técnica produce muchas veces una
incorrecta asignacién del sexo en especies
rumiantes debido a la incompleta o nula
actividad del enzima de restriccion utilizado
en el andlisis de RFLPs (ABROL et al.,
1993). Asi por ejemplo, la digestion parcial
del locus ZFX en hembras (ZFX/ZFX) de
las especies ovina y caprina con el enzima
de restricciéon Sac I induce a una falsa asig-
nacion del sexo, machos en lugar de hem-
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Hae I11
¥ — *
CACAACCACCTGGAGAGCCACAAGCTGACCAGCAAGGCAGAGAAGGCCA']:TGAATGCGATGAGTGTGGG/}AGCAT

Bl At AA t CACaTGGAGAGCCACAAGC [Kikaumn ol oh BIo| SV AN

3!GTGTTGGTGGACCTCTCGGTGT TCGACTGGTCGTTCCGTCTCTT CCGGTAAC TTACGCT ACTCACACCC TTCGTA
Sitio Hae III inactivado

* ¥
T7C TQTCATGCAGGQGCTTTGT'T;BSCTCACAAAATGGTGCATAAG'GAAAAAGGAgCCAACAAAATGCACAAGT;L;:gA

. . 100 R . . * 150
AAGAGAGTACGTCCCCGAAACAAATGAGTGTTTTACCACGTAT TCCTTT TTCCTCGGTTGTT TTACGTGTTCACAT
| IS

* *
AATTCTGTGAATACGAGACAGCTGAACAAGGGTTATTGAATCGCC ACZ%'OI'CTTGGCAGTQCACAGCAAG@ACTTTCC

TTAAGACACTTATGCTCTG TCGACTTGTTCCC AATAACTTAGCGGTGGAGAACCGTCAGGTGTCGTTCTTGAAAGG
Sac 1

* o dk H—H— ke K
TCATATTT GTGTGGAGTGTGGTAAGGGTTT TCGTCACCCG TCAGAGCTCAAAAAGCACATGAGAATCCATACTGGG

50 300
AGTATAAACACACC TCACACCAT TCCCAAAAGCAGTGGGCAGTCTCGAG'ITT TTCG TGTACTCTTAGGTATGACCC

Pst
* * Sz * Ok K *

GAGAAGCCGTACCAATGCCAGTACTGCGAATATAGGTCTGCAGAC;S'(O:TTCTAA CTTGAAAACGCATGTCAAAACTAA

. . . . 350 . . .
CTC TTCGGCATGGTTACGGTCATGACGCTTATATCCAGACGTCTGAGAAGATTGAACTT TTGCGTACAGTTTTGATT

* *

GCATAGTAAAGAGATGCCATTCAAGTGTGACATTTGTCT TCTGACTT TCTCGGATACCAAAGAGGTGC
400 P2 CI=yA sl TGAAAGAG t CTATGGTTTCT t CACG

400
CGTATCAT TTCTCTACGGTAAGTTCACACTGTAAACAGAAGACTGAAAGAGCCTATGGTF TCTCCACG 5'

Figura

| a. Secuencia nucleotidica del fragmento ZFX humano amplificado (447 pb). Nucleotide

sequence of the human ZFX amplified fragment (447 bp). Los "primers" (caja negra) aparecen
alineados con sus secuencias complementarias en el ADN molde para que el enzima Taq ADN
polimerasa I produzca la extensién en direccion 5'—3". Los asteriscos grandes indican las bases que
difieren con respecto a la secuencia homdloga ZFY (figura Ib). Asimismo, aparecen en la secuencia
los lugares de reconocimiento para los enzimas de restricciéon Hae I, Sac Iy Pst [. Las flechas
verticales indican el lugar de corte (actividad fosfodiesterasa).

bras. Del mismo modo, el no funcionamien-
to del enzima Pst I en machos (ZFX/ZFY)
de la especie bovina produce a su vez un
falso diagnostico del sexo, hembras en fugar
de machos.

Como genuinidad del presente articulo,
hemos introducido un "control interno"” en
el andlisis de RFLPs que serd indicativo del
correcto funcionamiento del enzima de res-
triccidn utilizado. y en un principio, propor-
cionard un inequivoco diagndstico del sexo

en rumiantes: el vector plasmidico pUCI8
(figura 4). Este vector, dependiendo de la
estructura tridimensional que posea, presen-
tard una diferente movilidad electroforética
(n) en el gel de electroforesis. De este
modo, el plasmido circular covalentemente
cerrado (cce), o no digerido por el enzima
(Pst1 o Sac I), presentard una mayor movili-
dad electroforética que su versién homéloga
linearizada o abierta con el mismo enzima
(figura 4, linea 4, pUCI8 sin digerir con el
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I Dominio "zinc finger Hae 111 11 Dominio "zinc linger

| . o r — | s— | o
5 CATAACCACCTGGAGAGCCACAAGCTGACCAGCAAGGCAGAGAAGGCCATTGAATGTGATGAGTGT GGGAAGCAT
GAGAGCCACAAGC R R E1 =y

ATAA t CACaTG
3' GTATTGGTGGACCTCTCGGTGT TCGACTGGTCGTTCCGT CTCTI' CCGGTAACTTACACTACTCACACCC TTCGTA
—_—

Hae 111
[ __ | == | — —
T TTTCTCATGCAGGGGCTTTG TTT1 OSCTCACAAAATGGTGCATAAGGAAAAAGGGGCCAACAAAATGCACAAGT%T)A

. . 100 . - « - 180
AAAAGAGTACGTCCCCGAAACAAATGAGTGTT TTACCACGTATTCC TTCCCC GGTTGTTTTACGTGTTCACAT
[ I— |
111 Dominio "zin¢ finger”

— _— ji==s]
AATTCTGTGAATATGAGACAGCTGAACAGGGGTTATTGAATCGCC ACZCOE CTTGGCAGTCCACAGCAAGAACTTTCC

TTAAGACACTTATACT CTGTCGACTTGTCCCC AATAACTTAGCGGTGGAGAACCGTCAGGTGTCGTTCTTGAAAGG
1v Dominio “"zinc finger”

- | mams } — | _—
TCATATTT GTGTGGAGTGTGC;ESAAGGTIT CCGATACCCGTCGGAACTGAGAAAGCACATGCGAATCCATAs%COIGGC

. . 250 . . . . 300
AGTATAAACACACC TCACACCAT TTCCAAAGGCTATGGGCAGCCTTGACTCT TTCGTGTACGCTTAGGTATGGCCG

Pst T v Dominio “zinc finger"

c — Py, | |
GAGAAGCCATACCAATGCCAGTACTGTGAATATAGGTCTGCAGACTCTTCTAA CTTGAAAACACATATAAAAACAAA
. . . . 350 . A .

5 . . : 350 ¥ . .
CTC TTCGGTATGGTTACGGTCATGACACTTATATCCAGACGTCTGAGAAGATTGAACTT TTGTGTATATTT TTGTTT
vI Dominio "zinc finger”

GCATAGTAAAGAGATGCCATTCAAGTGTGACATTTGTC TTCTGAC TTTCTCAGATACCAAAGAAGTGC 3
4 [SPCY VA sl TGAAAGAGTCTATGGTTTCT TCACG |

CGTATCAT TTCTCTACGGTAAGTTCACACTGTAAACAGAAGACTGAAAGAGTC TATGGTTTCTTCACG 5'

= Histidina — Cisteina

Figura | b. Secuencia nucleotidica del fragmento ZFY humano amplificado (447 pb). Nucleotide
sequence of the human ZFY amplified fragment (447 bp). En la secuencia se indican los
trinucledtidos o "codones" que especifican los aminodcidos histidina y cisteina que participan en la
formacidn del dominio "zinc finger" (barra negra) involucrado en la actividad transcripcional de estos
genes. El posicionamiento de estos dominios, aunque no aparece en la figura la, es el mismo.
También se muestran los sitios de restriccién para los enzimas Hae IIT y Pst I, asi como los "primers”
(caja negra) que dirigen la amplificacion.

enzima; lineas 2 y 3, pUCIS abierto con los Comunidad Auténoma: "el bucardo” o

enzimas Pst I y Sac I, respectivamente).
Asimismo, la presencia de ambas confor-
maciones del pldsmido en el perfil electro-
forético, abierta y cerrada (ccc), serd indica-
tivo de una digestiéon incompleta con el
enzima de restriccion.

En la actualidad, estamos utilizando esta
tecnologia (PCR/RFLPs) para lievar a cabo
estudios de genética poblacional en una
especie en peligro de extincién en nuestra

cabra montés del Pirineo (Capra pyrenaica
pyrenaica). En concreto, estamos realizan-
do el sexaje (loci ZFX/ZFY) e identifica-
cién de las diferentes subespecies de cabra
montés (ADN mitocondrial) a partir de
pelos recogidos en su hdbitat natural
(Parque Nacional de Ordesa y Monte Per-
dido) o procedentes de museos etnolégicos,
para la realizacién de un estudio demografi-
co y filogenético.
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Material y métodos

Muestras biolégicas

Como muestras bioldgicas no limitantes
en contenido de ADN, se ha elegido sangre
periférica recogida con anticoagulante
(EDTA) de las especies humana (Homo
sapiens). bovina (Bos taurus: Parda Al-
pina). ovina (Ovis aries: Rasa Aragonesa) y
caprina (Capra hircus: Blanca Celtibérica).
En el caso de tejidos congelados se utilizd
higado de cabra doméstica (Blanca Celti-
bérica), y para tejidos conservados en eta-
nol. un testiculo de perro (Canis familiaris:
Braco). Finalmente, para tejidos conserva-
dos en formol utilizamos higado de ibice
alpino (Capra ibex).

Las muestras bioldgicas limitantes en
cantidad de ADN de origen humano (hom-
bre) fueron células bucales obtenidas por
frotis, asi como la raiz de pelos de la cabeza
0 ceja.

Para el aislamiento de ADN bacteriano,
se han utilizado 10 mi de cultivo en fase de
crecimiento exponencial de Escherichia co-
/i DH5a en medio LB (Sigma) .

Extraccion de ADN a partir de sangre

A) Preparaciéon de ADN (10 ml de san-
gre)

Para ello, se utilizé un procedimiento
clasico de digestion celular con proteinasa
Ky posterior extraccién de ADN con fenol-
cloroformo (SAMBROOK et al., 1989). La
cuantificacién del ADN aislado se llevé a
cabo por espectrofotometria UV (ultraviole-
ta) (260 nm). Finalmente, se hizo un control
de la integridad del mismo mediante elec-
troforesis y se utilizé ADN de fago A (48.5
Kb o kilobases) (Promega), sin cortar o

Identificacion del sexo mediante PCR y RFLPs

digerido con el enzima de restricciéon BstE
Il (Bacillus stearotermophylus E), como
marcador de pesos moleculares, que a su
vez, serviria como método de cuantificacion
visual del ADN cargado en el gel.

B) Preparacion "rdpida” de ADN (5-20 pl
de sangre)

La obtencién de ADN a partir de micro-
gotas de sangre se llevé a cabo utilizando el
método rdpido de la resina de intercambio
i6nico "Chelex-100" (figura 2) (WALSH et
al., 1991; DE LAMBALLERIE et al., 1992).

Extraccion de ADN a partir de tejidos

El procedimiento que se utilizé para la
extraccion de ADN a partir de tejidos fres-
cos, congelados o conservados (etanol y for-
mol), es una ligera modificacién al protoco-
lo inicialmente referido de lisis celular con
proteinasa K y extraccion de ADN con
fenol-clorofomo. La modificacién consistié
en la homogeneizacion del tejido en presen-
cia de nitrégeno liquido (HOELZEL y GREEN,
1992). Asimismo, el ADN obtenido fue
cuantificado y su integridad inspeccionada
por electroforesis (SAMBROOK et al., 1989).

Métodos NO invasivos de obtencion de
ADN.

A) Extraccion de ADN partir de células
bucales (escobillén o "cytobrush™)

Para la obtenciéon de ADN extraido a par-
tir de células bucales se ha utilizado el
método del "Chelex-100" (WALSH et al.,
1991). Para ello, se obtuvieron células epi-
teliales de la boca mediante frotis con un
escobillén estéril en la cavidad bucal. A
continuacién, el material recogido se depo-
sité en un tubo Eppendorf con 0.5 ml de
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Preparacion de ADN: Chelex-100

Incupar Retirar 12000 x g
15 min sobrenadante 2 WA
12000 x g
2 min
10 pl sangre Precipitado: Resuspender Precipitado:
+1mi HoO fraccién celular en 1 mi de HyO fracciéon celular
Eliminar
sobrenadante
Resuspender con cuidado
Extraccion en 200 pl
de ADN Chelex-100 al 5%
e e -+
Incubar:
1) 60°C/15 min
2) 100°C/15 min Precipitado:
fraccién celular
12000 x g
2 min
Transferir
sobrenadante [ ] H0 Milli Q Plus (18 MQ)
ADN) y hemoglobina liberada
Chelex-100 al 5% (W/v)
Precipitado: ADN
Chelex-100, apto para

protsina insoluble, "PCR"

restos celulares.

Figura 2. Esquema del procedimiento de extraccién de ADN a partir de una microgota de sangre (10
ul) utilizando la resina de intercambio i6nico Chelex-100. Diagram showing the Chelex-100 ion
exchange resin method to isolate DNA.

agua Milli Q Plus estéril (18 M) y se pro-
cedio de acuerdo con el protocolo anterior-
mente descrito (Preparacién "rdpida" de
ADN a partir de sangre) (figura 2).

B) Extraccion de ADN y PCR simultdneo
a partir de "pelos”

La extraccion de ADN a partir de la raiz
de un foliculo piloso, se llevé a cabo utili-
zando el método de digestién con proteinasa
K en tubo de reaccién "PCR" (HOELZEL and
GREEN, 1992). Este tipo de muestras, Jimi-
tantes en contenido de ADN, exige tomar

unas precauciones especiales para evitar
una amplificacién inespecitica debido a la
presencia de ADN contaminante. Para ello,
se llevé a cabo la irradiacion de algunos
componentes de la reacciéon enzimadtica con
luz UV (A=302 nm, 15 minutos) para indu-
cir la fotodimerizacion de residuos de timi-
na: tubo PCR, tamp6n 10X PCR, solucién
25 mM de MgCl2, agua MilliQ Plus, aceite
mineral y solucién de proteinasa K (YAP et
1l., 1994). Todas las muestras procedieron
de un mismo sujeto (varén) y el andlisis se
ejecuto tras Ja recogida de las mismas.
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Para la extraccién de ADN. se selecciond
un pelo libre de impurezas de la cabeza o
ceja. disecciond la raiz bajo lupa estereosco-
pica (£ 0.5 mm longitud) (figura 3) y se
introdujo en un tubo Eppendorf de paredes
delgadas de 0.5 ml para "PCR" (Advanced
Biotechnologies). A continuacién, se ana-
dieron 23.5 ul de agua Milli Q Plus estéril, 5
pl de tampén 10X "PCR" (Promega) [|%
(v/v) Tritén X-100. KCI 500 mM, Tris-HCI
100 mM. pH 9.0]. 1.5 pl de proteinasa K
(10 mg/ml) (Boehringer Mannheim) y 35 ul
de aceite mineral (Sigma, Embryo Tested).

d

Folfculo Piloso
de la CABEZA

ldentificacion del sexo mediante PCR y RFLPs

La digestiéon enzimdtica o extraccién de
ADN se llevé a cabo a 65°C durante 2
horas. Posteriormente, el enzima y el ADN
se desnaturalizaron por tratamiento térmico
a 95°C durante 20 minutos y la muestra se
mantuvo a 80°C hasta iniciar la amplifica-
cién enzimdtica o "PCR". Para ello, se ana-
dieron 20 pl de mezcla "PCR" que incluyé:
2.5 unidades de Taqg ADN polimerasa [, ini-
ciador PI-5EZ | uM, iniciador P2-3EZ 1
uM, MgCl2 1.5 mM y los 4 desoxirribonu-
cledtidos S'-trifosfato (dATP, dCTP, dGTP y
dTTP), a una concentracién de 150 uM

b

Folfculo Piloso
de la CEJA

¥ e 1
Células de la
epidermis y
demis
Zona Células mitéticas
Queratdégena de la rafz o bulbo
y zona queratégena
Ralz o Bulbo [ " ; (s0.5mm)
500 pym

Figura 3. Morfologia y estructura de un foliculo piloso (66X) aislado de la cabeza (a) y ceja (b) de un
hombre. Morphological structure of a head (a) and eyebrow (b) follicle hair (66X) isolated from a
man. En la figura se muestra la raiz y zona queratégena adyacente que ha sido diseccionada y
utilizada para el sexaje (PCR/RFLPs).
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cada uno de ellos. Finalmente, los tubos se
colocaron en el termociclador y se procedi6
con la amplificacién enzimadtica (siguiente
apartado).

Amplificacién enzimatica de los loci
ZFX/ZKY: "Polymerase Chain Reaction
o PCR"

La amplificacién enzimdtica de los loci
ZFX/ZFY se llevo a cabo utilizando un ter-
mociclador de la marca MJ Research (Mod.
PTC-100) y el enzima Taq ADN polimerasa
I aislado de la bacteria termofila Thermus
aquaticus (Promega) (BEl y MAHBUBANI,
1994). Los oligonucleétidos iniciadores o
"primers"” que han sido utilizados para la
amplificacion, descritos por AASEN y ME-
DRANO (1990), fueron los siguientes: 1) P1-
SEZ: 5' ata atc aca tgg aga gcc aca age t 3
(iniciador que promueve la sintesis de la
cadena de ADN con sentido, codificante, o
"forward primer") y 2) P2-3EZ: 5" gca ctt ctt
tgg tat ctg aga aag t 3' (iniciador que produ-
ce la extension de la cadena de ADN sin
sentido, complementaria a la anterior, o
"reverse primer")] (figura | a 'y b). Los cita-
dos "primers" se encargaron a un servicio de
sintesis de oligonucledtidos (Pharmacia
Biotech).

La reaccion se realizd en tubos
Eppendorf de 0.5 ml de pared delgada, en
un volumen final de reacciéon de 50 ul y uti-
lizando 50-100 ng de ADN aislado de las
muestras biolégicas (ADN molde o "tem-
plate DNA"). La mezcla "PCR 1" (40 pl)
estaba constituida por: ADN molde, 0.1%
Triton X-100 (v/v), KCl 50 mM, Tris-HCI
10 mM (pH 9.0), MgCl2 1.5 mM, iniciador
PI-5EZ 1 uM e iniciador P2-3EZ | uM.

A continuacién se afiadieron 35 ul de
aceite mineral y se inic16é la desnaturaliza-
ciéon del ADN con el programa "hot start

PCR": 1) 94°C durante 10 minutos y 2)
mantenimiento de la muestra a 80°C. Se-
guidamente, se anadi6 a la reaccién 10 ul de
mezcla "PCR 2" que incluy6 el enzima Taq
ADN polimerasa I (1.25 unidades) y los 4
desoxirribonucledtidos 5'-trifosfato (dATP,
dCTP, dGTP y dTTP), a una concentracién
de 150 uM cada uno de ellos.

La reaccién de amplificacion (1 ciclo) se
desarrollé en tres etapas: 1%) desnaturaliza-
cién del ADN (94°C, | minuto), 2%) acopla-
miento o hibridaciéon de oligonucleétidos
iniciadores a sus secuencias complementa-
rias (60°C, 2 minutos) y 3%) extensién de los
mismos por el enzima Taq ADN polimerasa
[ (72°C, 2.5 minutos). La amplificacion
exponencial de los loci ZFX/ZFY se com-
pleté con 35 ciclos finalizando con una
etapa de extensién final (72°C, 5 minutos).
En el caso particular de muestras bioldgicas
pobres en ADN (raiz de un pelo), la amplifi-
cacion exponencial se prolongé hasta 50
ciclos.

Para comprobar la eficacia del proceso
de amplificacién, se tomé una alicuota de
10 pl y se analizé por electroforesis en geles
de 1% de agarosa (Promega) con bromuro
de etidio (SAMBROOK et al., 1989). Con-
cluida la electroforesis, se procedié a la
visualizacién del producto amplificado por
fluorescencia bajo una fuente de radiacién
UV (302 nm, \) y al fotografiado del gel
(Polaroid 667).

Analisis con Enzimas de Restriccion de
los loci ZFX/ZFY amplificados:
"Identificacion del sexo"

Una vez amplificados los loci ZFX/ZFY,
se procedi6 a su andlisis con enzimas de res-
triccién para la identificacién del sexo
segin la especie. Para ello, nos basamos en
el polimorfismo descrito por AASEN y
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MEDRANO (1990) utilizando algunos enzi-
mas de restriccién ("Restriction Fragment
Length Polymorphisms o RFLPs"). En el
caso de rumiantes se afadieron 200 ng de
vector plasmidico pUCI8 (ccc) como con-
trol interno en el andlisis de restriccion

(RFLPs).

Para la especie humana. se tomd una ali-
cuota de 20 ul de producto amplificado que
fueron digeridos con 20 unidades de enzima
Hae Il (Haemophilus aegvptius) durante 3
horas a 37°C, en un volumen final de reac-
ci6n de 40 ul. Del mismo modo se procedio
con la especie bovina, utilizando el enzima
Pst [ (Providencia stuartii). Finalmente,
para las especies ovina y caprina, la diges-
ti6n enzimdtica fue con Sac [ (Streptomyces
achromogenes). Todos los enzimas utiliza-
dos. asi como las especificaciones en su
uso, fueron de la firma comercial Promega.

Los fragmentos de restriccién obtenidos,
20 ul de la mezcla de digestion anterior, se
analizaron posteriormente mediante electro-
foresis en geles de agarosa al 3% (NuSieve
GTG. FMC Products) (SAMBROOK et al.,
1989). La determinacién del tamafio de los
fragmentos de restricciéon originados se
llevd a cabo utilizando como marcador de
pesos moleculares el vector plasmidico
pUCI8 (200 ng) digerido con el enzima Hae
I11: 587. 458, 434, 298, 267, 257, 174, 102,
80 y 18 pb (pares de bases) (figura 4, linea
).

Amplificacion de plasmido pUC18 en
Escherichia coli DH50 y posterior
aislamiento

Para ello. el plasmido pUCI8 (figura 4)
se amplificé en Escherichia coli DH5a
mediante transformacion de la bacteria y
crecimiento posterior en medio de cultivo
liquido (LB Broth, Sigma) con ampicilina

Identificacion del sexo mediante PCR v RFLPs

(100 pg/mi) (12-24 h). A continuacidn, las
bacterias fueron lisadas (método alcalino) y
el ADN plasmidico circular covalentemente
cerrado (ccc) se purificéd mediante ultracen-
trifugacion en gradientes autogenerados de
CsCl (SaMBROOK et al., 1989).

Manipulacion de las secuencias
nucleotidicas importadas de GenBank

Las secuencias nucleotidicas de los
cDNAs para los genes ZFY y ZFX humanos
(PALMER at al., 1990) se importaron via IN-
TERNET (http://www3.ncbi.nim.nih.gov)
de un banco de genes (GenBank, clave de
acceso: M30607 y M30608) y se manipula-
ron con el programa Gene Works® 2.3
["Nucleic Acid and Protein Sequence
Analysis Software" (IntelliGenetics, Inc.)].
La figura I a y b, es una simulacién de los
loci ZFX y ZFY amplificados por PCR.

Resultados

Integridad del ADN aislado a partir de
las diferentes muestras biolégicas

La integridad de) ADN aislado a partir de
Jas diferentes muestras bioldgicas objeto del
estudio. y analizada mediante electroforesis.
depende del origen de la mismas, asi como
del propio método de conservacion utiliza-
do.

Cuando se utiliz6 sangre fresca, se puede
observar que el método de extraccion con
proteinasa K y fenol-cloroformo permite la
obtencién de fragmentos de ADN de eleva-
do peso molecular (= 50 Kb) (figura Sa,
lineas 3,4y 5: 50, 100 y 150 ng de ADN de
Capra hircus, respectivamente). Asimismo,
se aprecia que este método es igualmente
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Hind 1 Pst |

Xba | Bam Hi

Kpn | Eco RI

5 aagctt gcatgc ctgcag gtcgac tctaga ggatec ccggg tace gagcete gaatic 3

Sal |
Acc |
Hinc I

(2686 pb)

Sma | Sac |

Xma |

458
434

267
257

puC18
Hae I

Figura 4. Mapa genético del plasmido pUC18 y comportamiento electroforético en funcién de su
estructura tridimensional. pUCI18 genetic map and electrophoretic mobility based on its
tridimensional structure. En el mapa figuran los sitios de corte "tnicos" para algunos enzimas de
restriccion, entre eflos Pst I y Sac I, asi como el gen que confiere resistencia a ampicilina (Amp® o
Tnl). Asimismo, se muestra el comportamiento electroforético del mismo en funcién de su estructura
tidimensional: Jinea 4, pUC18 sin cortar (ccc) y lineas 2 y 3, pUC18 abierto o digerido con los
enzimas Pst [y Sac [, respectivamente. La linea 1, muestra el vector digerido con el enzima Hae Ill y
utilizado como marcador de pesos moleculares.

efectivo para el aislamiento de ADN bacte-
riano a partir de un cultivo en fase de creci-
miento exponencial (Iineas Ly 2: 150 y 300
ng de ADN de Escherichia coli DH5a). Las
lineas 6, 7 y 8, representan ADN de fago A
(500, 250 y 100 ng, respectivamente) utih-
zado como marcador de peso molecular
(48.5 Kb) y para estimar visualmente la can-
tidad de ADN cargada en el gel.

Por el contrario, cuando se utilizaron teji-
dos congelados o preservados (etano} o for-
mol), la integridad del ADN aislado no fue

tan uniforme origindndose perfiles electro-
foréticos muy distintos. En el caso de teji-
dos congelados, | afo a -20°C, se aprecia
que la mayor parte del ADN aislado fueron
fragmentos comprendidos entre los 5 y 50
Kb (figura 5b, lineas 6y 7: 1 y 2 ug de ADN
de higado de cabra doméstica, respectiva-
mente). Sin embargo, cuando se utilizaron
tejidos conservados en etanol, I mes a tem-
peratura ambiente, los signos de degrada-
cién se hicieron mds evidentes pudiéndose
observar un bandeado difuminado a lo largo
de todo el gel salpicado de oligonucleoso-
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a b

E. Capra fago -20
coli hircus 3 Etanol °C

12345678

Extraccién de ADN
a partir de sangre y
cultivo bacteriano

0.59
0.45
0.29
0.17
0.1

Extraccion de ADN
a partir de tejidos
conservados en
etanol 0 a -20°C

Extraccion de ADN
a partir de tejidos
conservados en
formol

Figure 5. Electroforesis en gel de agarosa mostrando el ADN aislado de diferentes muestras
bioldgicas mediante el método de digestion celular con proteinasa K y posterior extraccion con fenol-
cloroformo. Agarose electrophoresis gel showing DNA extracted from different biological samples
by using the proteinase K and phenol-chloroform extraction procedure. Panel a: ADN aislado de
sangre de cabra doméstica (lineas 3-5) y de E. co/i DHS5« (lineas | y 2). Panel b: ADN aislado de
tejidos conservados un mes en etanol (lineas 2-4: testiculo de perro) o un aio en congelacion (lineas
6y 7: higado de cabra doméstica): linea 5. ADN de sangre fresca de cabra doméstica. Panel ¢: ADN
aislado de tejidos conservados un afio en formol (linea 2; higado de tbice alpino). Marcadores de
peso molecular: panel a, lineas 6-8 (ADN fago A de 48.5 Kb): panel by c, linea ] (pUC8 digerido
con Hae IIT) y panel b, linea 8§ (ADN fago A digerido con Bst EIl).

mas en la zona de | a 0.2 Kb (figura 5b,  cos mostré un rendimiento e integridad muy
lineas 2,3y 4: 1,25y 5 ug de ADN. res- similar al de tejidos congelados (no se
pectivamente, de testiculo de perro). La muestra). Las lineas 1 y 8 son marcadores
extracciéon de ADN a partir de tejidos fres-  de pesos moleculares (plasmido pUCILS
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digerido con el enzima Hae 11T y ADN de
fago N\ digerido con el enzima BstE 11, res-
pectivamente). La linea 5 muestra ADN de
alto peso molecular (=250 Kb) aislado a par-
tir de sangre de cabra doméstica para un
estudio comparativo.

Finalmente, cuando los drganos fueron
conservados en formol, I afio a temperatura
ambiente, se puede observar una intensa
degradaciéon del ADN quedando todo él
reducido a fragmentos de 0.1 2 0.3 Kb (figu-
ra 5¢c. linea 2: 1 pg de ADN de higado de
cabra alpina). Linea I: marcador de pesos
moleculares (pUC18/Hae 111).

Validacion de los métodos de extraccién
de ADN y origen de las muestras
biolégicas: ''Amplificacion de los loci
ZFY y ZFX por PCR"

Todos los métodos de extraccion de ADN
utilizados, asi como el origen y modo de
preservacion de las muestras bioldgicas, a
excepcion de aquellas conservadas en for-
mol, rindieron ADN de calidad aceptable
para ser amplificado por PCR.

Para la optimizacién de la reaccién de
amplificacion de los loci ZFX/ZFY, hemos
utilizado ADN de cabra montés aislado de
la fraccién celular sanguinea por el método
de lisis celular con proteinasa K y fenol-clo-
roformo. Para ello, se disefid una estrategia
en la que diferentes pardmetros fueron ajus-
tados: concentracion de ADN, dNTPs,
MgCl2, "primers"”, etc. (manuscrito en pre-
paracion). El protocolo de amplificacion
obtenido fue igualmente efectivo para las
demds especies objeto de este trabajo, inde-
pendientemente del origen de la muestra o
su estado de conservacién (Material vy
Métodos).

A partir de 50 ng de ADN aislado de la
[raccidon celular sanguinea por el método de

lisis celular con proteinasa K y fenol-cloro-
formo, se ha amplificado por PCR un frag-
mento de = 0.45 Kb comiin a todas las espe-
cies estudiadas (figura 6a, lineas 3,4, 6 y &:
hembras para las especies bovina, ovina,
caprina y humana, respectivamente: lineas
2,5, 7y 9: machos de las especies bovina,
ovina, caprina y humana, respectivamente).
Hay que destacar que el fragmento amplifi-
cado, o banda que aparece en el gel de elec-
troforesis, es doble (ZFX-ZFX y ZFX-ZFY,
hembras XX y machos XY, respectivamen-
te). La especificidad del producto amplifi-
cado en cada caso se comprobd posterior-
mente mediante andlisis con enzimas de
restriccion (ver mas adelante). Para cada
especie estudiada se utilizé un control nega-
tivo para detectar la presencia de ADN con-
taminante en los reactivos (no se muestra).
Las lineas | y 10 son el marcador de pesos
moleculares (pUC 18/Hae I1I).

Con este método de extracciéon de ADN
no encontramos diferencias en el rendi-
miento de producto amplificado cuando se
utilizaron tejidos congelados o conservados
en etanol (figura 5b). Por el contrario, no
hubo amplificacién nitida cuando se utilizé
ADN de los tejidos conservados en formol
(figura 5¢) (datos no publicados).

Asimismo, también se obtuvo un produc-
to PCR de = 0.45 Kb cuando se utilizé6 ADN
aislado de muestras bioldgicas limitantes de
origen humano utilizando el método del
Chelex-100 (figura 7a: lineas 2-5, 20 pl de
sangre; lineas 6 y 7, células bucales obteni-
das por frotis). El rendimiento del producto
amplificado fue similar cuando se utilizaron
3 ul (lineas 2y 4) o 1 ul (lineas 3 y 5) de
solucion de ADN procedente de la microgo-
ta de sangre. Por el contrario, si hubo mayor
diferencia en el rendimiento cuando se utili-
z6 ADN aislado de células bucales (lineas 6
y 7.2.5 y 5 ul de solucién de ADN, respec-
tivamente). '
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Figura 6. Perfiles electroforéticos mostrando la amplificacion por PCR de los loci ZFX/ZFY (a) y
posterior identificacion del sexo por andlisis de RFLPs (b) en las especies bovina, ovina, caprina y
humana. ZFX/ZFY PCR amplification (a) and sex diagnosis by RFLPs analysis (b) in the bovine,
ovine. caprine and human species. Panel a: loci ZFX/ZFY amplificados por PCR. Lineas 2-3, macho
y hembra de la especie bovina; lineas 4-5, 6-7 y 8-9, hembra y macho de las especies ovina, caprina y
humana. respectivamente. Las Iineas | y 10: pUCI18 digerido con el enzima Hae III. Panel b:
identificacién del sexo por andlisis de restriccidon (RFLPs). Lineas 2-3, macho y hembra de la especie
bovina identificados con el enzima Pst I. Lineas 6-7 y 10-11, hembra y macho de las especies ovina y
caprina. respectivamente, identificados con el enzima Sac I. Lineas 14 y 15, mujer y hombre
identificados con el enzima Hae 111. Las lineas 1,4, 5, 8,9, 12, 13 y 16, pUCI8 digerido con Hae [l[;
en las lineas | y 4. se afadieron ademds 100 ng de vector pUC18 ccc (no digerido). Lineas 2, 3, 6, 7,
10y 1. vector pUCI8 abierto que indica el correcto funcionamiento del enzima de restriccion.

Sin embargo, cuando se llevo a cabo la  pelos humanos de la cabeza o ceja, los
extraccion de ADN y amplificacion conse-  resultados fueron mds errdticos. Como se
cutiva por PCR en un mismo tubo de reac- puede observar en el perfil electroforético
cion utilizando como muestra la raiz de se obtuvo mayor éxito en la extraccion del
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Figura 7. Electroforesis mostrando la ampliticacién de los loci ZFX/ZFY humanos mediante PCR (a)
e identificacion del sexo por andlisis de RFLPs (b) a partir de ADN obtenido por el método del
Chelex-100. PCR amplification of the human ZFX/ZFY loci (a) and sex diagnosis by RFLPs analysis
(b) when using the Chelex-100 DNA extraction procedure. Panel a: reaccién enzimdtica de
amplificacién de los loci ZFX/ZFY a partir de ADN obtenido de una microgota de sangre (Jineas 2-5)
o células bucales (lineas 6 y 7). Panel b: identificacién del sexo mediante RFLPs con el enzima Hae
[II. Microgota de sangre: lineas 2-3, hombre y lineas 4-5, mujer. Células bucales: lineas 6-7, hombre.
Linea | (ay b): pUCI8 digerido con Hae III.

ADN y posterior amplificacion con pelos de
la cabeza (3 de 4) (75%) (figura 8: lineas 2,
3y 4), frente a los procedentes de la ceja (1
de 4) (25%) (linea 12). El bandeado contj-
nuo que aparece en las lineas 5, 13 y 15 son
productos inespecificos o artefactos genera-
dos durante el proceso de amplificacién
exponencial. Las lineas 8 y 9 corresponden
a los controles negativos y las lineas 1, 6, 7,
10, [1 y 16 son los marcadores de peso
molecular (pUC18/Hae III).

Identificacién del sexo: "RFLPs o
Restriction Fragment Length
Polymorphisms"'

Para comprobar la especificidad de los
productos PCR obtenidos (loci ZFX/ZFY) a
partir de las diferentes muestras bioldgicas
utilizadas, se procedié a su andlisis con
enzimas de restriccion para la identificacion
del sexo por especie. Para ello, nos basamos
en los polimorfismos previamente descritos
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Figura 8. Perfiles electroforéticos de la amplificacién de los loci ZFX/ZFY (a) y diagndstico del sexo
mediante RFLPs (b) cuando se utilizd ADN extraido de células de la raiz de un pelo de hombre
(cabeza y ceja). PCR amplification of the ZFX/ZFY loci (a) and sex identification by RFLPs analysis
(b) when using isolated DNA from a human male follicle hair root (head and eyebrow). Panel a:
amplificacién de los loci ZFY/ZFX humanos a partir de ADN aislado de la raiz de un pelo de la
cabeza (lineas 2-5) o ceja (lineas 12-15). Las lineas 8 y 9 representan los controles negativos (cabeza
y ceja. respectivamente). Panel b: identificacién del sexo mediante RFLPs con el enzima Hae 111
Lineas [-3: raiz de pelo de cabeza; linea 4: raiz de pelo de ceja. El marcador de pesos moleculares
fue pUC|8 digerido con Hae Il (panel a: lineas 1, 6, 7, 10, 11, 16; pane] b: linea 5).

por AASEN y MEDRANO (1990). Nuestros
resultados indican que el ADN amplificado
fue especifico a juzgar por el andlisis de res-
triccién realizado y tamafio de los fragmen-
tos obtenidos (RFLPs).

La identificacion del sexo en la especie
humana se llevé a cabo utilizando el enzima
Hae III. Dicho enzima corta el locus ZFY
(447 pb) en dos sitios originando tres frag-
mentos de restriccion (317, 84 y 45 pb). Sin
embargo. el locus ZFX (447 pb) sélo pre-
senta un sitio de corte para este enzima ori-
ginando por tanto dos fragmentos de restric-
cién (402 y 45 pb) (figura 1 a y b). De este
modo. un hombre (ZFX/ZFY) presentard
cuatro bandas en el gel (402, 317. 84, 45 y
45 pb) [figura 6b. linea 15 (sangre); figura
7b. lineas 2-3 (microgota de sangre) y 6-7
(células bucales); figura 8b, lineas -3
(pelos de la cabeza) y linea 4 (pelo de la
ceja)]. Por el contraro. una mujer (ZFX/-

ZFX) s6lo originard dos bandas en el perfil
electroforético (402, 402, 45 y 45 pb) [figu-
ra 6b. linea 14 (sangre); figura 7b. lineas 4-
5 (microgota de sangre)].

En el caso de pequeios rumiantes, se uti-
liz6 el enzima Sac I que sélo corta el locus
ZFX en un tnico sitio originando dos frag-
mentos de 274 y 173 pb. Por tanto, un indi-
viduo macho (ZFX/ZFY) presentara 3 ban-
das en el gel (447,274 y 173 pb) [figura 6b:
lineas 7 (ovino) y |l (caprino)]; y por el
contrario, una hembra (ZFX/ZFX) s6lo ori-
ginard 2 bandas de mayor intensidad en el
perfil electroforético (274, 274, 173 y 173
pb) [figura 6b: lineas 6 (ovino) y 10 (capri-
no)l.

Para la identificacion del sexo en la espe-
cie bovina se utilizé el enzima Pst I que
corta inicamente el locus ZFY originando
dos fragmentos de 344 y 103 pb. En este
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Figura 9. Procedimiento utilizado para el cdlculo del tamano (pb) de los fragmentos de restriccion

obtenidos en el andlisis de RFLPs a partir de los loci ZFEX/ZFY amplificados en cada una de las

especies estudiadas. Method to determine the restriction fragments size (bp) originated from the
RFLPs analysis of the amplified ZFX/ZFY loci in the different species under study. Panel a:

obtencién de la ecuacion que determina el mejor ajuste entre el tamano (log pb) y la movilidad

electroforética (

de las diferentes especies estudiadas [columna a: utilizando nuestro método; columna b: tamaifios

w) del marcador de pesos moleculares (pUC I8 digerido con Hae I1I). Panel b: célcul
del tamano (pb) de los RFLPs originados con Hae Il a partir de los loci ZFX/ZFY humanos. El panc
c resume el tamafio (pb) de los diferentes fragmentos obtenidos en el analisis de RFLPs para el sexa

inferidos por secuenciacion].
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caso, el macho bovino (ZFX/ZFY) presen-
tard 3 bandas en el gel (447, 344 y 103 pb)
(figura 6b: linea 2). Por el contrario, una
hembra (ZFX/ZFX) presentara ambos loci
integros (447 y 447 pb) por lo que dardn una
Unica banda en el gel (figura 6b; linea 3).

Asimismo, para la correcta asignacién
del sexo en las especies bovina, ovina y
caprina, se ha utilizado el comportamiento
electroforético del plasmido pUCI8 como
indicador del correcto funcionamiento del
enzima de restriccién utilizado para el sexa-
Je (figura 4), De este modo, se puede apre-
ciar que la digestidn con ¢l enzima de res-
triccién  correspondiente  de  los  loci
ZFX/ZFY amplificados, asi como el vector
pUCIS introducido como control, fue apa-
reniecmente completa al encontrarse este
tltimo en su forma abierta o de menor
movilidad electroforética [figura 6b: lineas
2y 3 (especie bovina); lineas 6 y 7 (especie
ovina) y lineas 10 y 11 (especie caprina)].

Finalmente, para confirmar la especifici-
dad de los RFLPs obtenidos en este trabajo,
se caleuld del tamafio de los diferentes frag-
mentos de restriccidn originados a partir de
Ia digestidn los loci ZFX/ZFY amplificados
en cada una de las especies estudiadas y se
compararon con los polimorfismos previa-
mente descritos por AASEN y MEDRANO
(1990). Para ello, utilizando el tamafio (log
pares de bases) (Y) y la movilidad electro-
forética (migracién en el gel en cm) (X) de
los fragmentos de restriccion del marcador
de pesos moleculares (pUCI8 digerido con
Hae III), se construy6 un diagrama de coor-
denadas rectangulares (X,Y) y se obtuvo la
ecuacion polindmica de segundo orden que
presenta un mejor ajuste (figura 9a), Con
esta ecuacién y los valores de movilidad
electroforética (cm) de los diferentes frag-
mentos de restriccién obtenidos (RFLPs) a
partir de los loci ZFX/ZFY de las diferentes
especies estudiadas, se ha estimado con
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suficiente exactitud el tamafio de los mis-
mos en pares de bases (figura 9b, cdlculo
del tamafio de los RFLPs para los loci ZFY
y ZFX humanos). La figura 9¢ resume los
tamafios (pb) de los diferentes RFLPs obte-
nidos a partir de los loci ZFY y ZFX ampli-
ficados en las diferentes especies [columna
a, determinacién del tamafio (pb) mediante
nuestro método; columna b, tamafios inferi-
dos por secuenciacién (AASEN y MEDRANOD,
1990; PALMER er al., 1990 y POLLEVICK e!
al., 1992)].

Discusion

El objetivo del presente trabajo es com-
parar la eficiencia de diferentes métodos de
extraccion de ADN a partir de una coleccién
de muestras biol6gicas muy diversas, limi-
tantes 0 no en contenido de ADN, y en dife-
rentes estados de conservacion. Todos los
métodos descritos producen ADN de sufi-
ciente calidad para su posterior caracteriza-
cién molecular por PCR/RFLPs y estin ade-
cuados al tipo de muestra bioldgica utilizada.

Cuando la cantidad de muestra bioldgica
no es un factor limitante, el método de elec-
cién para la extracciéon de ADN posible-
mente sea el que utiliza proteinasa K y
fenol-cloroformo (SAMBROOK ef al., 1989).
La principal ventaja del método radica en la
desproteinizacion de la muestra, y en conse-
cuencia, una mejor preservacion del ADN y
ARN aislado (inactivacién de nucleasas).
Asimismo, estd especialmente indicado
para muestras de alto valor bioldgico donde
un clonado posterior del ADN extraido
suele realizarse para la obtencién de una
librerfa gendmica (por ejemplo, especies en
vias de extincidén). A su vez, la integridad
del ADN obtenido es bastante aceptable y
posibilita la amplificacion de grandes frag-
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mentos de ADN (20-40 Kb) ("long PCR")
(CHENG et al., 1994).

Merece la pena destacar los evidentes
signos de degradacion del ADN cuando se
utilizaron tejidos conservados en etanol (I
mes). y en particular, la presencia de oligo-
nucleosomas que recuerdan los sintomas de
muerte celular programada o "apoptosis”
(ScHwaRTZMAN y CipLAwSKI, 1993) (figura
5b). A pesar de esta moderada degradacion,
no se alteré significativamente el rendi-
miento de la reaccién de amplificacién o
PCR. Por el contrario. la conservacién pro-
longada de muestras bioldgicas en formol
produce una drastica degradacién del ADN,
fragmentos de 0.1 a 0.3 Kb (figura 5c),
cuando se compara con el mismo tejido
conservado en congelacion por un periodo
de tiempo similar (| afio) (figura 5b). Este
ADN tan degradado result6 ser un sustrato
ineficiente para la amplificacién de los loci
ZFX/ZFY (= 0.45 Kb), aunque podria ser
susceptible de andlisis por PCR en el caso
se secuencias mds cortas de 0.1-0.2 Kb (por
ejemplo. microsatélites). Por tanto. el for-
mol, de uso rutinario en histopatologia y
considerado como un excelente fijador de
protefnas, no parece ser el agente fijador
mads idoneo para la preservacion prolongada
del ADN (JACKSON et al., 1991).

Nuestros resultados sobre integridad del
ADN aislado parecen indicar que la conge-
lacién de la muestra bioldgica seria la
opcion por excelencia para una preserva-
ci6n prolongada del ADN (figura 5b).
Alternativamente, la conservacion de la
muestra en etanol y a temperatura ambiente
es también efectiva aunque se aprecie una
moderada degradacién del ADN con el
tiempo. En este sentido, en nuestro Jabora-
torio se estdn procesando muestras de higa-
do y musculo de cabra montés que llevan 2
anos almacenadas en etanol absoluto a tem-
peratura ambiente, y aunque se observa una

moderada degradacion del ADN aislado se
pueden apreciar fragmentos que van de los
50 a 5 Kb. Estas muestras se estdn utilizan-
do con éxito para la amplificacién de la
zona de control del ADN mitocondrial (1.5
Kb) con objeto de hacer un estudio filoge-
nético en esta especie (resultados sin publi-
car).

Cuando se utilizaron muestras bioldgicas
limitantes en contenido de ADN, una micro-
gota de sangre o células bucales obtenidas
por frotis, se utilizé el procedimiento de la
resina de intercambio i6nico Chelex-100
para la extraccion de ADN (WALSH et al.,
1991). El Chelex-100 actida eliminando de
la muestra los metales pesados que son inhi-
bidores de la actividad del enzima Tag ADN
polimerasa I por desplazamiento de su
cofactor metdlico inorgénico (Mg?*). Este
método de extraccion es rapido y sencillo (I
hora) y produce una minima pérdida de
ADN durante el procesado por 1o que es
ideal para este tipo de muestras bioldgicas.
La integridad del ADN aislado no se verifi-
cé al ser la técnica electroforética (tincion
con bromuro de etidio) poco sensible, aun-
que su calidad fue aceptable para la amplifi-
cacién por PCR (loci ZFX/ZFY). Este tipo
de muestras bioldgicas permite un nimero
limitado de ensayos PCR cuando se compa-
ra con el anterior. De este modo, y con nues-
tras condiciones experimentales, se pueden
realizar hasta 100-150 amplificaciones por
PCR a partir de una microgota de sangre (20
ul). Por el contrario, existe una mayor limi-
tacién en el contenido de ADN en células
bucales por lo que un menor nimero de
ensayos PCR puede llevarse a cabo (25-50
amplificaciones) (figura 7).

El tercer método que presentamos,
extraccion directa de ADN en tubo de reac-
ci6n PCR (proteinasa K) y posterior ampli-
ficacion enzimdtica, estd justificado cuando
la muestra bioldgica es claramente limitante
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en contenido de ADN (raiz de un pelo). De
este modo. la totalidad del ADN extraido de
la muestra bioldgica se utiliza para una
tinica amplificacion enzimatica o PCR.
Nuestros resultados indican una mayor efi-
ciencia para el sexaje cuando se utiliza la
raiz de un pelo de la cabeza (75%) en lugar
de la raiz de un pelo de la ceja (25%) (figu-
ra 8). Esta diferencia en la eficiencia posi-
blemente obedece a la diferente estructura
del foliculo piloso en cada caso (figura 3).
asi como la posible presencia de inhibidores
del enzima Taqg ADN polimerasa 1. Esta ulti-
ma hipdtesis se basa en que el sexaje a par-
tir de 2 0 mds raices de pelo producen una
drastica reduccion de la eficiencia del anéli-
sis a pesar de ser mayor la cantidad de ADN
presente en la reaccion (resultados sin
publicar). Es por tanto evidente que una
limitacion del método es la posible persis-
tencia en el tubo de reaccion PCR de algiin
inhibidor del enzima Tag ADN polimerasa [
resistente a la degradacién proteolitica ines-
pecifica (proteinasa K) y tratamiento térmi-
co. En el caso particular de pelos. se ha des-
crito que la melanina es uno de ellos
(YosHli er al.. 1993), por lo que se han suge-
rido métodos alternativos de extraccién de
ADN vy posterior amplificacién por PCR
(WILSON er al.. 1995; LiN et al.. 1995).

El protocolo consenso de sexaje que pre-
sentamos en diferentes especies, mediante
amplificacion de los loci ZFY/ZFX y su
posterior andlisis por RFLPs. se ajusta a las
condiciones experimentales de nuestro
laboratorio. y no difiere mucho del procedi-
miento descrito por AASEN y MEDRANO
(1990). En particular. nuestro protocolo
mejora la sensibilidad del analisis por lo que
permite utilizar menor cantidad de ADN,
diez veces menos en e} caso de sangre, asi
como una menor cantidad de enzima (1.25
unidades de Taq ADN polimerasa I). Por
otra parte. y con objeto de mejorar la especi-
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ficidad del ensayo, se inicia la amplificacion
selectiva de ADN en caliente ("hot start
PCR") por lo que se reducen los riesgos de
amplificacion inespecifica ("mis-priming")
y de formacion de artefactos con los "pri-
mers" ("primer-oligomerization”). Asimis-
mo, para el sexaje de muestras bioldgicas
limitantes (raiz de un pelo) la amplificacion
exponencial de los loct ZFEX/ZFY se llevé a
cabo con 50 ciclos PCR y 2.5 unidades de
enzima obteniéndose unos resultados satis-
factorios.

En todas las especies estudiadas se ha
amplificado un fragmento de = 0.45 Kb que
corresponde al tamafio esperado de los loci
ZFEX/ZFY (figura 6a). La identificacién del
sexo se realizé mediante analisis con enzi-
mas de restriccion (RFLPs). Como novedad
y con objeto de mejorar Ja precision de esta
técnica de sexaje, al producirse con cierta
frecuencia una incorrecta asignacion del
sexo en rumiantes por fallo en la digestion
con el enzima de restriccion (ABROL et al.,
1993), hemos introducido un control interno
en el andlisis de RFLPs: el vector plasmidi-
co pUCI8 (figura 6b). Por otra parte, la uti-
lizacion de este vector como marcador de
pesos moleculares (pUC 18/Hae III) (figura
4) abarata el costo del andlisis al prescindir-
se de marcadores de origen comercial y
resulta ser muy eficiente para la determina-
ci6n del tamaifio (pb) de los RFLPs obteni-
dos (figura 9).

Finalmente, en el presente trabajo se des-
cribe la tipificacion genética de individuos
(sexaje) a partir de muestras bioldgicas
obtenidas por un método "no invasivo”
(pelos y células bucales). En este sentido,
debemos decir que esta practica serd en un
futuro préximo de amplia difusién en labo-
ratorios de andlisis genéticos al ajustarse en
mejor medida a los derechos y normas de
proteccion de animales de experimentacion,
produccién y compaiiia.
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RESUMEN

En el estado de Zacatecas, México, en el primer semestre de1995 se elaboré un
estudio con el objetivo de conocer el grado de Jegibilidad y comprensién de las publi-
caciones denominadas: Folletos para Productores y Desplegables, asi como para deter-
minar su contenido y presentacion; estas series fueron elaboradas por el personal del
Programa de Divulgacién Técnica del Campo Experimental Calera, dependiente del
Instituto Nacional de Investigaciones Forestales y Agropecuarias. Para medir su legi-
bilidad se aplico la formula de R. Flesch, adaptada al espaiiol y que incluye tres varia-
bles: nimero de palabras, niimero de silabas y nimero de oraciones. En lo que respec-
ta a la comprension, se empled el método propuesto por Hermesdorf, que incluye el
uso de un "Vocabulario Bdsico”. Para la caracterizacion de aspectos formales de las
publicaciones se tomaron en consideracion diferentes indicadores. Los resultados
mostraron que se publicaron 20 desplegables y 42 folletos, que trataron temas relacio-
nados con cultivos bdsicos, frutales y hortalizas. El mayor porcentaje de los folletos
fueron redactados en "Prosa normal”, "Fécil" y "Sumamente ficil", adecuados para
productores de bajo nivel de escolaridad; sin embargo, esto no ocurrid con los desple-
gables, ya que fueron redactados en "Prosa sumamente dificil” y "Dificil". Por lo que
respecta a la comprension, la mayoria de las publicaciones se ubicaron en "mediana”,
no apta para receptores con bajo grado de escolaridad.

Palabras claves: Transferencia, Divulgacién, Extension.

SUMMARY
LEGIBILITY AND COMPREHENSION OF PUBLICATIONS FOCUSED TO
FARMING AND TECHNICAL ASSISTANT IN ZACATECAS, MEXICO

In the state of Zacatecas, Mexico, in the first semester of 1995 a study was elabo-
rated with the objetive of knowing the degree of legibility and comprehension of the
publications: Booklets and Triptyches for peasants, as well as to determine their con-
tent and presentation. These sequences were elaborated by the staff of the Technical
Advisory service Programme of the Calera Experimental Station, dependent on the
National Institute of Forest and Agricultural Research to measure the legibility. The
tormulation of R. Flesch was applied and adapted to the Spanish including three varia-
bles: number of words, number of syllables and number of sentences. Concerning the
comprehension, the method proposed by Hermesdorf was applied, that includes the
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use of a Basic Vocabulary. For the characterization of the formal aspearance of publi-
cations different indicators were taken into consideration. The result showed that 20
Triptych and 42 Booklets were published, dealing with topics related to basic cultiva-
tion, fruit-bearing and vegetables. The larger percentage of the Booklets were written

"o

in "normal prose”, "easy" and "extremely easy", adapted for peasants with low level of
schooling. However, this did not occur with the Triptyches, since they were drafted in
extremely difficult and Difficult language. With respect to the comprehension, most of
them were located as “average”, not suitable for peasants with low level of schooling.

Key Words: Transference, Advisory service, Extension.

Introduccion

En México, el reto cientifico y tecnoldgi-
co para modernizar y hacer mas eficiente la
actividad agropecuaria y forestal lo afronta
la Secretaria de Agricultura, Ganaderia y
Desarrollo Rural, a través del Instituto
Nacional de Investigaciones Forestales y
Agropecuarias (INIFAP); éste dltimo cuenta
a nivel nacional con una red de 81 Campos
Experimentales (MEXico, 1994a).

Especificamente, en el estado de Za-
catecas (que se localiza en la region central
de la Republica Mexicana), se tiene instala-
do el Campo Experimental Calera
(CECAL), dependiente del INIFAP. Este
Campo Experimental se fundé en el mes de
agosto de 1971, y tiene como 4drea de
influencia los Distritos de Desarrollo Rural
de: Concepcion del Oro, Rio Grande,
Zacatecas, Fresnillo, Jerez y Ojocaliente.

El objetivo principal del CECAL, es for-
mular y ejecutar el Programa Estatal de
Investigacion Agropecuaria y Forestal, de
acuerdo a las politicas y estrategias de los
programas de desarrollo de corto y mediano
plazo del sector; para Jograr lo anterior, se
tiene establecida una estrategia que contem-
pla las siguientes etapas: a) diagndstico y
jerarquizacion de problemas; b) generacién
de alternativas; c) validacién técnica y eco-
nomica de la tecnologia generada; d) divul-

gacion masiva; y e) evaluacién sobre el
impacto de la tecnologia difundida.

En la actualidad, en este Campo Expe-
rimental se tienen establecidos 16 progra-
mas de investigacion, en los cuales laboran
23 investigadores a tiempo completo.

Desde la creacion del CECAL, ha existi-
do como apoyo a las tareas de transferencia
de tecnologia el Programa de Divulgacién
Técnica, cuyo objetivo ha sido procesar y
adecuar la informacién resultante de la
investigacion, para difundirla por diferentes
medios de comunicacién social (prensa,
radio, television, demostraciones, exposi-
ciones, audiovisuales y publicaciones, entre
otros). Los receptores de este conocimiento
han sido los técnicos y funcionarios de las
instituciones relacionadas con el desarrollo
rural, agricultores, ganaderos y puiblico en
general.

De los medios mds usados por el
CECAL, los escritos son los que han recibi-
do mayor apoyo ianstitucional, ya que es el
principal medio a través del cual se dan a
conocer los resultados de las investigacio-
nes. Las publicaciones que se editan se cla-
sifican en diferentes colecciones, segin el
tipo de contenido, éstas son: Técnicas
(agendas, libros, folletos, revistas, memo-
rias, desplegables y publicaciones); Divul-
gativas (folletos y desplegables para pro-
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ductores); e Informativas (folletos, boletines,
desplegables, libros y publicaciones espe-
ciales). Ademds, se preparan articulos para
otro tipo de publicaciones (revistas, libros,
folletos y memorias).

El objetivo de la coleccién divulgativa es
proporcionar a los productores y a otras per-
sonas relacionadas con el proceso producti-
vo (extensionistas o agentes de cambio)
informacién de cardcter practico y aplicable
a los sistemas de produccidn agropecuarios
y forestales, asi como para el manejo del
producto. La informacién proviene de los
resultados de las investigaciones realizadas
y validadas por el personal del CECAL.
Esta coleccidn esta formada por dos series:
Folletos y Desplegables para Productores
(MEXico, 1994b).

Sin embargo, actualmente no se tiene
conocimiento sobre cudl y c6mo ha sido la
informacién publicada especificamente
dentro de la coleccién divulgativa, que esta
destinada principalmente a los productores
agropecuarios del estado de Zacatecas, y a
los agentes de cambio, que prestan asisten-
cia técnica en el medio rural del mismo
Estado.

De acuerdo a lo anterior, durante el pri-
mer semestre de 1995 se realizé un estudio
sobre la coleccién divulgativa, con los obje-
tivos de:

a) Conocer qué informacién se ha publi-
cado dentro de las series Folletos y
Desplegables para Productores.

b) Determinar la legibilidad y compren-
sion de éstas series, asi como algunas de sus
caracteristicas morfolégicas.

c¢) Proponer recomendaciones practicas
para la publicacién de estas series dirigidas
a productores agropecuarios y extensionis-
tas.
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La comunicacion

La comunicacion se entiende como una
forma de interaccion humana hecha a través
de signos (MENDEZ,1983), y puede ser masi-
va, por grupos, e interpersonal; la primera
de éstas contempla el uso de medios impre-
sos (periddicos, revistas, libros, folletos,
carteles, etc.) y electrénicos (programas de
radio y audiovisuales, entre otros). Las
caracteristicas de la comunicacidén masiva,
son: a) se dirige a auditorios relativamente
grandes, heterogéneos y anénimos; b) los
mensajes se transmiten en forma piblica; y
¢) el comunicador suele pertenecer a organi-
zaciones complejas (BLAKE and HAROLD-
SEN, 1975). Los medios masivos son més
importantes en el periodo de primer conoci-
miento e interés dentro del proceso de adop-
¢ién de innovaciones (ROGERS, 1964). Los
factores que afectan la comunicacion escrita
por parte de la fuente son: a) su habilidad
para escribir; b) su actitud respecto a la
forma en que se dirige el mensaje; ¢) su acti-
tud respecto al tema o asunto del mensaje;
d) su conocimiento del receptor; y e) el con-
tacto socio-cultural en el que opera la fuente.

Legibilidad

Se entiende como legibilidad a la facili-
dad de lectura de un texto escrito. Dife-
rentes autores afirman que las oraciones que
son largas y densas, son mds dificiles de leer
que aquellas cortas que contienen palabras
breves (CoLomB and JOSEPH, 1985; WILSON
y GaLLup, 1964; y MENDEZ, 1981). Para
medir la legibilidad se han empleado dife-
rentes métodos, entre los que destacan el de
Spaulding y el de Cloze (ViLLa, 1973 y
WILCHES, 1976). Recientemente, Medardo
Méndes Alfaro adaptd la férmula de R.
Flesch de su versién italiana al idioma espa-
fiol; para tal fin, estableci6 fundamental-
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mente la diferencia en el nimero de pala-
bras y de silabas entre el espafiol y el italia-
no; la férmula incluye tres variables: nime-
ro de palabras, miimero de silabas y niimero
de oraciones (MENDEZ, 1981).

Por lo que respecta a estudios sobre legi-
bilidad, en 1967 en Colombia se realiz6 una
investigacién para medir la legibilidad de
las cartillas publicadas por Accién Cultural
Popular, y se encontré que las cartillas estu-
diadas fueron calificadas como moderada-
mente dificiles y los libros como dificiles,
es decir, que el material no era apropiado
para la poblacién rural (QuirROz, 1989). Por
otra parte, al realizarse una prueba de legibi-
lidad sobre la Seccién Agropecuaria del
periddico Momento, de la ciudad de
Zacatecas, México, se encontré que la infor-
macién habia sido escrita en prosa normal,
comprensible para cualquier lector que
curs6 mds del tercer aflo de educacién pri-
maria (GALINDO, 1993).

Comprensién

La comprension se refiere a la justa elec-
cién de las palabras, y corresponde a la
interpretacién correcta de los mensajes; en
general, ésta es mas compleja que la legibi-
lidad. Un tema dificil puede ser perfecta-
mente legible, desde el punto de vista gra-
matical y lingiifstico, pero no comprensible
para quien no maneja una determinada dis-
ciplina. Por lo anterior, puede darse la legi-
bilidad. sin que necesariamente se compren-
da el mensaje; la comprension al contrario,
no se puede dar si antes no se supera la
etapa de la legibilidad (Loza, 1985;
GOuVEIA, 1980).

Se afirma también, que el uso de expre-
siones y palabras de uso general es un

medio para asegurar la comprension amplia
de los mensajes dirigidos a las masas
(HERMESDORF, 1981). Finalmente, se ha
determinado que la comprensién estd aso-
ciada con la escolaridad, el conocimiento
previo que tiene el receptor sobre las pala-
bras, lectura de medios de comunicacion,
uso de tecnologia agricola y edad (PEREZ,
1987; Loza, 1985; Rios, 1986).

Las publicaciones en el medio rural

El uso de las publicaciones como medio
para transferir tecnologia al medio rural es
importante, ya que éstas presentan las
siguientes ventajas: a) en general, los pro-
ductores tienen confianza en la letra impre-
sa; b) el material escrito puede leerse y estu-
diarse con calma y conservarse para futuras
consultas; ¢) es un complemento necesario
de otros medios; d) su costo de produccion
por unidad es relativamente bajo; y e) la
informacién que proporcionan suele ser
concreta (WILSON y GALLUP, 1964; FRrias,
RAMSAY y BELTRAN, 1966). Diferentes estu-
dios realizados en México y América
Latina, revelan que las publicaciones cons-
tituye, uno de los medios que prefieren los
productores agropecuarios y los extensio-
nistas para recibir informacién (GAYTAN,
1970; Loaiza, 1988; GALINDO 1992a;
GALINDO, 1992b).

Materiales y método

Legibilidad

Para medir la legibilidad de cada una de
las series se aplicé la formula de R. Flesch,
adaptada al espafiol (MENDEZ, 1981), y cuya
formula es:
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IL= 206,59 - (0,6 10)(NS) -
(0,95) (NP)
NO

donde:

IL= Indice de legibilidad
NS= Nimero de silabas
NP= Nudmero de palabras
NO= Numero de oraciones

Para aplicar la formula anterior, en cada
uno de los folletos y desplegables fue nece-
sario contar el nimero de parrafos (que se
determind cuando finalizé en punto y apar-
te, punto y seguido, asf como en punto y
coma) compuestos aproximadamente entre
95 y 105 palabras; posteriormente, en forma
aleatoria se selecciond el 10% de los pdrra-
fos para cada publicacion.

En el segundo nivel de medicién, el
numero de palabras que integran cada uno
de los parrafos seleccionados se multiplicé
por 0,95, y el resultado se dividio entre el
nimero de oraciones contenidas en el texto,
posteriormente, se contd el nimero de sila-
bas que formaron el parrafo, y esta cifra se
multiplicé por 0,610. Finalmente, los dos
valores (el de silabas y el de palabras) se
restaron al valor fijo 206,59. Para cada
folleto se calculd una media aritmética, de
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los diferentes parrafos analizados, y se defi-
ni6 su indice de legibilidad.

El resultado obtenido en cada una de las
publicaciones analizadas se confrontd con
el Cuadro 1, y en esta forma se conocid el
grado de legibilidad alcanzado.

Comprension

Por lo que respecta a la comprension, se
empled el método propuesto por Her-
mesdorf (HERMESDORF, 1981), el cual con-
siste en lo siguiente:

a) Si se tratd de un folleto con més de 10
paginas de texto, se tom¢d una muestra de
100 palabras de texto corrido por cada dece-
na de pdginas; la pdgina o paginas donde se
analizaron los textos fueron seleccionadas
en base a nimeros aleatorios, para que todas
tuvieran la misma probabilidad de ser selec-
cionadas. Si fueron varios los textos anali-
zados dentro de una publicacidn, se calculé
la media aritmética al porcentaje determina-
do. Si la publicacién tenia 10 o menos pégi-
nas, se tomd una muestra de una pagina
entera del texto corrido, la cual fue seleccio-
nada también en forma aleatoria. Si se trata-
ba de desplegables, la muestra cubrié el
total de la publicacion.

CUADRO 1
RELACION ENTRE EL GRADO Y LOS INTERVALOS DE LEGIBILIDAD, 1995.

Grado Intervalo Legibilidad

Baja 0-50 Prosa sumamente dificil
51-60 Prosa dificil

Media 61-70 Prosa normal
71-80 Prosa facil

Alta 81 -90 Prosa suficientemente facil

91-100

Prosa sumamente ficil
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b) Las palabras de cada una de las mues-
tras seleccionadas se buscaron en el Voca-
bulario Bésico recopilado por Hermesdort
(HERMESDORF, 1981). El nimero de pala-
bras de las muestras se relacionaron con el
nimero de palabras no encontradas en el
Vocabulario, y asi se encontré el porcentaje
de palabras de dificil comprension.

¢) Si el porcentaje indicado fue inferior al
10% se considerd que la comprension del
texto era facil, es decir, que éste es adecua-
do para todos los niveles de lectores, y por
supuesto para todos los agricultores y otros
receptores con limitada capacidad de lectu-
ra. Si el porcentaje result6 de 10 a 20%, el
grado de dificultad aumenté y la compren-
sion se consideré como mediana; si se
encontraron mds de 20% la dificultad se
considero como alta, lo cual indica que el
texto no es adecuado para todos los recepto-
res.

Aspectos formales

Para analizar los aspectos formales del
texto se tomaron en consideracién los
siguientes indicadores: a) nimero de pagi-
nas por publicacion; b) apoyos visuales en
la portada (foto, figura, contraste de tintas y
vifletas): ¢) tamafo y forma de la publica-
cion; d) tipo de papel de la portada; e) tipo
de papel de los interiores; f) color de los
interiores; g) ancho de columna; h) tipo y
tamafio de letras interiores; 1) apoyos visua-
les de los interiores; y j) tablas o cuadros.

Resultados y discusion

Informacién publicada

Del mes de enero de 1974 al mes de abril
de 1995 se publicaron un total de 42 Fo-

lletos para Productores y 20 Desplegables.
Del total de publicaciones, el 20,9% se
imprimié entre 1974 y 1978, el 24,2% de
1979 a 1985, el 22,6 de 1986 a 1989 y final-
mente, el 32,3% se publicé de 1990 a 1995.
El promedio de publicaciones impresas por
afio fue de 2.9.

En el Cuadro 2, se observa que las publi-
caciones impresas trataron los paquetes tec-
noldgicos de los cultivos de frijol, maiz,
cereales, frutales, pastos, hortalizas y sorgo;
el tiraje aproximado de éstas fue de 62000.
Es importante destacar, que el tiraje de algu-
nas fue de 250 ejemplares y de otras se
imprimieron 3000. Ademds no se publicé
informacién sobre vid, a pesar de que se han
realizado mds de 10 afios de investigacién
sobre este cultivo.

Legibilidad

En el Cuadro 3 se muestra que el 21,4%
de los folletos presentaron un nivel de legi-
bilidad de "Prosa sumamente dificil”, ya
que se ubicaron en el intervalo entre 0 y 50,
segun se aprecia en el Cuadro I; lo anterior
fue debido a que las oraciones analizadas
presentaron un nimero mayor de 30 pala-
bras por oracién. Es importante destacar,
que estas publicaciones de acuerdo a su
legibilidad pueden ser adecuadas para
receptores que tengan estudios medios y/o
superiores (secundaria, bachillerato y/o
licenciatura), pero no para receptores que no
terminaron su educacién bdsica.

Sin embargo, el 78,6% de los folletos
estudiados indicaron estar redactados en
"Prosa normal”, "Fdcil" y "Sumamente
facil", apto para lectores con bajo grado de
escolaridad, lo cual representa el 77,8% de
los productores agropecuarios del estado de
Zacatecas (GALINDO, 1994).
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CUADRO 2
TEMAS QUE TRATARON LOS FOLLETOS Y DESPLEGABLES IMPRESOS EN EL
CECAL, 1995.
Tema Niimero de folletos o
desplegables K
Folletos para Productores
Frutales(d) 9 14,5
Maiz 9 14,5
Frijol 8 12,9
Cereales(a) 7 11,3
Pastos(b) 6 9.7
Hortalizas(c) 2 3.2
Sorgo 1 1,6
Desplegables para Productores
Cereales(a) 7 11,3
Frijol 4 6,5
Maiz 4 6,5
Frutales(d) 3 4.8
Hortalizas(c) 2 3.2
Totales: 62 100

a) Se incluyé informacién sobre trigo, cebada y avena.
b) Se incluy6 informacién sobre forrajes de corte y pastoreo directo.

¢) Se incluy6 informacién sobre chile, papa y ajo.

d) Se incluy6 informacién sobre ciruelo, manzano, duraznero y nopal.

Por lo que respecta a las desplegables, el
70,0% presentaron "Baja legibilidad”, ya
que al aplicar la férmula de R. Flesch su
resultado mostré tener una prosa "Suma -
mente dificil" y "Dicifil".

Comprensiéon

En el Cuadro 4 se observa que solamente
nueve folletos y dos desplegables mostraron
facil comprensidén y son adecuados para lec-
tores que han cursado al menos el segundo
aito de educacién primaria, o que fueron
alfabetizados de otra manera, y cuyos cono-

cimientos les son de utilidad para recibir
informacién escrita, El mayor porcentaje de
éstas series presentaron una comprension
mediana, lo cual muestra que el vocabulario
usado en las publicaciones no resulta ser
totalmente adecuado para un alto porcentaje
de los productores, pero si lo es para los
agentes de cambio, que prestan asistencia
técnica a éstos, y que su escolaridad minima
es de estudios de secundaria o bachillerato
(GALINDO, 1992b).

De acuerdo a los resultados anteriores, es
importante que se definan dos tipos de
publicaciones: una para los productores de
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campo, y la otra para los agentes de cambio.
Los Folletos y Desplegables para Produc-
tores deben estar redactados en "Prosa
facil". y se debe tomar en consideracion que
actualmente los agricultores siguen presen-
tando un bajo grado de escolaridad, y
requieren textos a nivel elemental (con un
nimero de palabras por oracion que oscile
entre 5y 19). Por lo que respecta a las publi-
caciones destinadas a los agentes de cam-
bio, éstas deben quedar redactadas en
"Prosa normal”. ya que un alto porcentaje
tienen educacion media; ademas, el nimero
de palabras por oracién debe estar entre 20
y 24.

Por lo que respecta a la comprension, los
Folletos y Desplegables para Productores
deben presentar-un vocabulario con pala-
bras y expresiones de uso general, para
lograr una comprension mds amplia y segu-
ra. En el caso de las publicaciones para
agentes de cambio se podrd emplear un len-
guaje técnico.

Legibilidad de publicaciones dirigidas a productores y extensionistas en Zacatecas

Aspectos formales

Folletos para productores

Los Folletos para Productores presenta-
ron en su formato una base de 13,5 cm y una
altura de 20,5 cm (con excepcion de un
ejemplar que midié 27,0 cm x 20,5 cm). En
esta serie la mayoria de los forros fue de
cartulina Couché de 119,5 kg/Rs; los inte-
riores de papel Bond blanco o Couché de
37.0 Kg/Rs. Solamente se manejé una
columna; la tipografia fue realizada en letra
tipo Helvética y Universe, de 10 y 12 pun-
tos. La encuadernacion se realizd a "caballo”.

En esta serie, el promedio de pdginas de
las publicaciones fue de 16; ademds, 21 pre-
sentaron apoyos visuales (fotografias) en
sus portadas, y nueve en sus interiores (€stas
fueron con mayor frecuencia en blanco y
negro); ademds, en las portadas se uso el
contraste de tintas y se emplearon vifetas,
cuando no se imprimieron fotografias. En

CUADRO 3
LEGIBILIDAD DE LOS FOLLETOS Y DESPLEGABLES IMPRESOS EN EL CECAL.
1995
Legibilidad Numero de % Ndmero de %
folletos desplegables
Prosa sumamente dificil 9 21,4 12 60,0
Prosa dificil 0 0,0 2 10,0
Prosa normal 25 59,5 5 25,0
Prosa facil 6 14,3 ] 5,0
Prosa suficientemente facil 0 0 0 0
Prosa sumamente fécil 2 4.8 0 0
Totales: 42 100 20 100
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CUADRO 4
COMPRENSION DE LOS FOLLETOS Y DESPLEGABLES IMPRESOS EN EL
CECAL, 1995.
Comprension Nimero de o Namero de %o
folletos desplegables
Facil 9 214 2 10,0
Mediana 31 73,8 17 85,0
Alta 4.8 1 5,0
Totales: 42 100 20 100

lo que se refiere al uso de cuadros y figuras
en los interiores, este fue minimo. La impre-
sion de los interiores se realizd en color
negro.

Desplegables para productores

Los desplegables presentaron una base
de 34,5 cm y una altura de 22,0 cm. La base
se presentd doblada en tres partes iguales
(en forma de triptico). El papel en el cual se
imprimieron fue Bond y Couché de 37,0
Kg/Rs. Solamente un desplegable conté con
apoyos visuales (fotografias) y el uso de
cuadros fue mds notable en esta serie. La
informacién fue presentada en una columna
con letras Helvética o Universe de 10 a 12
puntos. Lo anterior muestra que esta colec-
cién fue publicada en forma homogénea, y
con una presentacion adecuada.

Comentarios generales sobre las
publicaciones

Al revisar las publicaciones estudiadas se
pudo observar lo siguiente: a) contienen
informacién util generada por los investiga-
dores del Campo Experimental Calera; b) se
hace uso correcto de las reglas gramaticales,

ya que éstas fueron revisadas por un Comité
Editorial y quedaron a cargo de un editor; ¢)
la informacién transmitida fue breve y exac-
ta; d) se evito el uso de abreviaturas; y e) os
apoyos visuales utilizados fueron de buena
calidad. Ademds, todas quedaron registra-
das con un nimero de serie, la fecha de
impresion y su tiraje.

Conclusiones

— En el CECAL se publicaron un total de
42 Folletos para Productores y 20
Desplegables; la mayoria fueron impresos
entre 1986 y 1995. Estas series trataron
temas relacionados con los cultivos de fru-
tales, maiz, frijol, cereales, pastos, hortali-
zas y sorgo.

— La mayoria de los folletos fueron
redactados en "Prosa normal”, "Facil" y
"Sumamente facil", adecuados para produc-
tores con bajo nivel de escolaridad. Por otra
parte, el mayor porcentaje de los desplega-
bles resultaron con una "Prosa sumamente
dificil" y "Dificil", no apto para producto-
res, pero si para los agentes de cambio.

— Solamente nueve folletos y dos desple-
gables mostraron "Facil comprension”, y el
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mayor porcentaje se ubico en "Mediana", no
adecuada para los lectores que han cursado
el primero o segundo afio de educacion pri-
maria. caracteristica que prevalece en el
medio rural zacatecano.

— La calidad de la presentacién fisica de
estas publicaciones es buena y muestra uni-
formidad.
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RESUMEN

La respuesta a la densidad de plantas entre genotipos de maiz puede ser diferente.
Dos experimentos se realizaron en el Campo Experimental Pabellén ubicado en el drea
templada de México. El objetivo fue evaluar Ja respuesta en produccién de grano y
forraje de dos genotipos diferentes de maiz a la densidad de plantas. El hibrido HV-313
(hojas erectas) y la variedad Celaya (hojas extendidas) se evaluaron a densidades de 40,
65.90 y 115 mil plantas/ha. Los experimentos se establecieron en forma independiente
por genotipo bajo el disefio de bloque completos al azar. La densidad de plantas tuvo un
efecto lineal en la produccién de forraje en verde y seco del HV-313 (P<0.05), pero no
afectd la produccién de grano (P>0.05), a pesar que disminuy6 el niimero de mazorcas
por planta (P<0.01). En la variedad Celaya. el nimero de mazorcas por planta disminu-
y6 (P<0.01). pero no atectd el rendimiento de grano o forraje (P>0.05). Este trabajo
sugiere que los hibridos de maiz con hojas erectas tienen buen potencial para aumentar
la producién de forraje en cantidad y calidad mediante el incremento de la densidad de
plantas.

Palabras clave: Maiz. densidad de plantas, forraje, grano, genotipos.

SUMMARY
PLANT DENSITY ON FORAGE AND GRAIN YIELD OF MAIZE WITH LAX OR
ERECT LEAVES

Two experiments were established at the Pabellon experimental Station, Ags.
Mex.. located in the temperate region in México. The objective was to evaluate forage
and grain responses of two different maize genotypes to plant density. The hybrid HV-
313 (erect leaf hybrid) and the variety Celaya (lax leaves) were evaluated at population
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densities of 40, 65, 90 and 115 thousand plants per hectare. These experiments were
established independently by genotype, both under a randomized complete block
design. Plant density had a linear effect on green and dry forage (P<0.05), but did not
affect grain yield (P>0.05), even as the number of ears per plant decreased (P<0.01).
The variety Celaya had a reduction in number of ears per plant (P<0.01) as plant den-
sity increased, but neither grain yield nor forage production decreased with increasing
plant population density (P>0.05). This research suggests that maize hybrids with erect
leaves have a good potential to increase the amount and quality of forage production by

increasing plant density.

Key words: Maize, plant density, forage, grain, genotypes.

Introduccion

El objeto de la produccién de forrajes es
obtener Ja mayor cantidad y calidad nutriti-
va de materia seca por unidad de drea. Esto
hace necesario considerar la influencia de
factores genéticos y ambientales en el culti-
vo. En México, las variedades de maiz para
forraje provienen de programas de mejora-
miento genético para produccion de grano.
Se ha sefialado una relacion directa entre
potencial para grano y materia seca (PATEL y
SHELKE, 1988). Por esta razén, muchas
variedades de maiz para grano se han utili-
zado para producir forraje. Sin embargo,
Sampoux et al. (1989) encontraron que la
seleccion especifica para produccion de
forraje es 35% mads efectiva, en compara-
cion a la seleccién para produccion de
grano.

Las practicas agronémicas mds comunes
para aumentar la produccion de grano y
materia seca son la densidad y el arreglo
topolégico de las plantas en el campo, ya
que aumentan la intercepcién de la radia-
cién solar. El incremento en la densidad de
plantas disminuyé la produccién de materia
seca y grano por planta, el nimero de
mazorcas y el indice de drea foliar, pero el
rendimiento total de materia seca y grano
aument6 hasta en densidades de 90 mil

plantas/ha (BANGARWA et al., 1988). PINTER
et al. (1994) indicaron que la densidad de
plantas para obtener la mayor produccién de
forraje es mayor que para produccién de
grano, pero la diferencia es variable entre
hibridos.

Recientemente, en México se han libera-
do hibridos de hojas erectas resultado de
cruzamientos de germoplasma enano bra-
quitico-2 con germoplasma normal. El estu-
dio de estos hibridos se ha enfocado a la
produccién de grano, pero se desconoce su
potencial de produccién para forraje. El
objetivo de este trabajo fue determinar la
respuesta a Ja densidad de plantas de genoti-
pos de maiz de hojas erectas y extendidas en
base a su produccién de forraje y grano.

Materiales y métodos

Dos experimentos se realizaron en el
Campo Experimental Pabellén, Ags., que
tiene caracteristicas ecolégicas representati-
vas del drea templada de México. Este lugar
se localiza a 220 11 lat. norte, 102° 20’ lon-
gitud oeste y tiene una altitud de 1912
msnm. El clima es templado con una tempe-
ratura promedio anual de 16.7 °C y una pre-
cipitacion pluvial de 544 mm durante los
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meses de Junio a Septiembre. Los suelos
son de textura migajon areno-arcilloso y pH
ligeramente alcalino. La densidad aparente
es de 1.45 y el contenido de materia organi-
cade [.5%.

El hibrido intravarietal HV-313 es el
resultado de cruzas de germoplasma con el
gene braquitico-2 y germoplasma tropical
de México. con un ciclo de 136 dias a la
madurez fisioldgica. La variedad Celaya es
una variedad de hojas extendidas derivado
de un compuesto de la region central de
México con un ciclo de 144 dias a la madu-
rez fisioldgica.

La siembra se realizé en forma manual
el 2 de mayo de 1990 en suelo humedo. Se
utilizaron cadenas para depositar granos en
exceso para asegurar 40, 65, 90 y 115 mil
plantas/ha. Posteriormente, se realizd un
aclareo en el momento de la aparicion de la
quinta hoja, para dejar las densidades de
plantas programadas. La fertilizacién fue
120-60-00 (N-P-K) en la siembra. La tnica
escarda se realizo el 31 de mayo y se aplica-
ron dos riegos de auxilio durante el ciclo.
Debido a la presencia de Iluvias (369 mm)
la humedad del suelo se mantuvo a nivel
adecuado durante el transcurso de los expe-
rimentos.

Los experimentos se establecieron en
forma independiente para cada genotipo,
cada uno bajo disefio de bloques completos
al azar con cuatro repeticiones. La separa-
cion de los genotipos por experimento se
debio a las diferencias fisiolégicas entre
ellos. Por lo tanto. se enfatiz6 el andlisis de
la respuesta de cada genotipo a la densidad
de plantas. Las parcelas experimentales
consistieron de 8 surcos de 10 m de largo
espaciados a 76 cm. La produccién de forra-
je se determino en estado lechoso-pastoso
en los surcos 2 y 3. El contenido de materia
seca del forraje a 60 °C, se obtuvo de una

muestra de cuatro plantas por parcela. La
produccién de grano se determiné en los
surcos 5 y 6. El surco 4 se utilizé para man-
tener la competencia hasta la madurez fisio-
l6gica del grano en las parcelas para evaluar
grano. La cosecha de grano se realizé cuan-
do se observé la aparicidn de la capa negra
en el grano. Los dias al 50% de floracion
masculina y 50% de floracion femenina se
determinaron mediante conteos de diez
plantas al azar en cada parcela. Los indices
de area foliar (IAF) se determinaron en cua-
tro plantas desde el dia 35 después de la
siembra hasta la madurez fisioldgica, en
intervalos de 15 dias. El indice de drea foliar
se estimé mediante el procedimiento pro-
puesto por FRANCIS et al. (1969).

Los experimentos fueron analizados
mediante un modelo estadistico que incluyé
la descomposicién ortogonal de la suma de
cuadrados de los tratamientos. Con esto se
evaluaron los efectos lineales, cuadrdticos y
cubicos en produccién de forraje verde y
seco, nimero de mazorcas, dias a la flora-
cién masculina y floracién femenina, altura
de planta y rendimiento de grano. Los pro-
cedimientos se realizaron de acuerdo con
STEEL y ToORRIE (1980) utilizando PROC
GLM (Sas, 1985).

Resultados y discusion

La produccion de forraje en verde y seco
por hectdrea del hibrido HV-313 aumentd
en forma lineal (P<0.05) con la densidad de
plantas (Cuadro 1). La densidad de plantas
no afecté (P>0.05) el rendimiento de grano,
a pesar de la reduccién en el nimero de
mazorcas por plantas (P<0.01). En la varie-
dad Celaya, el aumento en la densidad de
plantas no incrementé la produccién de
forraje verde, seco ni de grano por hectdrea
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CUADRO 1
PRODUCCION DE FORRAIJE DEL HIBRIDO DE MAIZ HV-313 BAJO DIFERENTES
DENSIDADES DE PLANTAS EN LA REGION TEMPLADA DE MEXICO

Densidad de plantas (miles plantas/ha) Contrastes
Error
40 65 90 115 estandar Lineal Cuadréitico Cuibico

Materia verde (ton/ha) 53.6 56.2 58.4 64.5 2.54 ek NS NS
Materia seca (ton/ha) 14.7 14.8 16.4 18.7 1.40 o NS NS
Grano (ton/ha) 8.4 9.3 9.4 9.2 0.28 NS NS NS
Mazorcas por planta 1.3 Tl 1.0 0.9 0.04 s NS NS
Altura de planta (m) 1.8 1.9 2.0 2.0 0.04 * NS NS
Dias a floracion 42 850 86.0 86.7 0.44 *E NS NS
masculina

Dias a floracién 85.5 86.2  88.0 89.0 0.51 kX NS NS
femenina

* P<0.05

** P<(.01

NS No significativo (P>0.05)

(P>0.05), a pesar de que disminuyd el
nimero de mazorcas por planta como en el
HV-313 (Cuadro 2).

La altura del HV-313 se incrementé con
la densidad de plantas (P<0.01) mientras
que en la variedad Celaya se observé un
efectd cibico (P<0.05); sin embargo, ningu-
na de las variedades presenté problemas de
acamado (Cuadros | y 2).

Los dias a las floraciones masculina y
femenina en el HV-313, se incrementaron
con la densidad de plantas en forma similar
(P<0.05), razén por la que no existié asin-
cronia entre ellas, pero aumenté la duracion
del ciclo del hibrido. En la variedad Celaya,
los dias a la floracién masculina no fueron
afectados por la densidad de plantas
(P>0.05), pero los dias a la floracién feme-
nina se incrementaron en forma lineal
(P<0.05), lo que ocasiono asincronia entre
los dos tipos de floraciones a medida que se

incremento la densidad de plantas. El indice
de drea foliar en los dos genotipos y en
todas las densidades de plantas tuvo el
mismo patrén de desarrollo. Los valores
maximos de IAF fueron de 9 a 10 entre 80 a
95 dias después de la siembra en los dos
genotipos (Figura 1 y 2).

La respuesta positiva del rendimiento de
forraje del hibrido HV-313 al incrementar la
densidad coincide con lo hallado por otros
autores, asi JOLLIFE et al. (1990) encontra-
ron que el rendimiento de forraje se incre-
mentd al pasar de 49 a 111 mil plantas por
hectarea. GRAYBILL ef al. (1991) también
obtuvieron respuestas positivas en produc-
cién de materia seca con 15.7, 16.5y 17.5
ton/ha para densidades de 50, 65 y 80 mil
plantas/ha. El estudio de un rango amplio de
densidades de plantas generé una relacién
asintdtica entre produccion de forraje y den-
sidad de plantas. En dicho estudio, la mayor
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CUADRO 2
PRODUCCION DE FORRAIJE DE LA VARIEDAD DE MAIZ CELAYA BAJO
DIFERENTES DENSIDADES DE PLANTAS EN LA REGION TEMPLADA DE MEXICO

Densidad de plantas (miles plantas/ha) Contrastes
Error

40 65 90 115 estindar Lineal Cuadréatico Cubico
Materia verde (ton/ha) 60.0 56.2 60.1 59.5 3.03 NS NS NS
Materia seca (ton/ha) 11.7 14.0 15.2 15.1 115 NS NS NS
Grano (ton/ha) 5.9 6.6 5.6 52 0.88 NS NS NS
Mazorcas por planta I.1 0.8 0.6 0.6 0.08 o NS NS
Alwra de planta (m) 2.8 3.0 2.5 2.7 0.93 NS NS *
Dias a floracién 92.0 93.5 97.0 97.5 2.68 NS NS NS
masculina
Dias a floracién 97.5 99.7 1037 108.2 2.92 NS NS
femenina
#* P<0.05
*% P<0,0]1
NS no significativo (P>0.05)
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Figura 1. Indice de drea loliar durante ¢l desarrollo del hibrido de maiz HV-313 bajo cuatro
densidades de plantas
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Figura 2. {ndice de drea foliar durante el desarrollo de la variedad de maiz Celaya bajo cuatro
densidades de plantas

produccién se obtuvo con una densidad de
125 mil plantas/ha (TETIO-KAGHO y GARD-
NER 1988). Nuestros resultados sugieren
que la densidad critica del HV-313 para
obtener la mayor produccién de forraje por
hectarea es superior a las 115 mil plan-
tas/ha, que fue la mayor densidad de plantas
evaluada en este trabajo.

TETIO-HAGHO y GARNJER ( 1988) reporta-
ron que un ajuste fisiolégico en el maiz es la
disminucién en el ndmero de mazorcas por
planta al aumentar la densidad de plantas.
como se observo en el presente estudio.
Esto ocasiona un menor indice de cosecha
por planta pero permite aumentar el rendi-
miento por hectdrea hasta una densidad
optima (BERZSENYI, 1988). TETIO-KAGHO vy
GARDNER (1988) hallaron que esta relacién

entre la produccién de grano y la densidad
de plantas fue parabodlica. La mayor produc-
cién de grano se obtuvo con una densidad
de 100 mil plantas/ha. En nuestro trabajo,
las diferencias de densidad de plantacién no
ocasionaron incrementos ni reducciones de
rendimiento de grano en ninguno de los dos
genotipos.

La mejor respuesta del HV-313 con indi-
ces de drea foliar altos se considera una
caracteristica deseable para la produccion
de forraje. Nuestros resultados coincidieron
en parte con GRAYBILL et al. (1991), quienes
hallaron [AF o6ptimos para produccién de
grano de 3 a 3.2 e [AF criticos hasta de 6
para produccion de forraje. Una de las posi-
bles explicaciones de Ia respuesta positiva
en produccién de forraje del HV-313 bajo
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altos [AF es la caracteristica erecta de sus
hojas. En experimentos con manipulacion
mecanica para inclinar las hojas se observé
un incremento de 40% de grano en compa-
racién con el mismo hibrido con hojas
extendidas (PENDLETON et al., 1968). Por
otra parte, en genotipos con hojas verticales
arriba de la mazorca y hojas horizontales
abajo de la misma se ha tenido una mejor
intercepcion de la radiacién solar en los
diferentes estratos foliares (CASTILLO et al.,
1990).

Este trabajo mostré que no existié ningu-
na respuesta de la variedad Celaya a la den-
sidad de plantas. CARLONE y RUSSEL (1987)
indicaron que en los Estados Unidos de
América. los incrementos mas notables en
el rendimiento de grano se observaron con
hibridos para sustituir a las variedades de
polinizacion libre. En ese estudio también
se demostré que una de las caracteristicas
de esos hibridos fue su respuesta positiva a
la densidad de plantas. PINTER ef al. (1994)
también demostraron que la respuesta a la
densidad de plantas es diferente entre varie-
dades de maiz. Los resultados de este traba-
jo sugieren que Jos nuevos hibridos de hojas
erectas (HV-313) en MéExico tienen una
mejor respuesta al aumento de la densidad
de plantas que las variedades viejas (Ce-
laya).

Conclusiones

En el hibrido de hojas erectas HV-313 se
obtuvo un incremento lineal en la produc-
cidn de forraje al aumentar la densidad de
plantas. pero no fue posible determinar la
densidad critica para obtener la médxima
produccién por hectdrea. Sin embargo, no
se obtuvo respuesta en rendimiento de
grano. En la variedad Celaya de hojas
extendidas no se observaron respuestas

positivas ni negativas en produccion de
forraje ni en grano por hectdrea. Dicha
variedad fue mds sensible a los efectos cau-
sados por el aumento en densidad de plan-
tas, en el numero de mazorcas por planta y
en la sincronizacién entre floraciones mas-
culina y femenina.
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RESUMEN

Se ha llevado a cabo un trabajo para evaluar las concentraciones de selenio en cor-
deros de un rebafo raza Gallega. Para ello se determinaron las concentraciones de
selenio sérico por espectofotometria de absorcién atémica combinada con generacién
de hidruros y las enzimas glutatién-peroxidasa (GSH-Px), creatin-fosfoquinasa (CPK)
y aspartato-aminotransferasa (ASAT) por técnicas enzimdtico-colorimétricas.

La concentracién media de selenio sérico en el conjunto de los animales fue de
21.86+0,14 ppb, y las actividades medias de las enzimas fueron para la GSH-Px de
107.51+£7,6 Ul/g Hb, para la CPK de 85,56+9,8 UIN y para la ASAT de 34,5+2,2 Ul/L.
Los corderos procedentes de gestacién multiple presentaron menor concentracion de
selenio sérico y mayor actividad de la enzima CPK que los de gestacién sencilla. El
sexo de los corderos no influye significativamente sobre los pardmetros analizados.

Palabras clave: Corderos, Selenio, Glutatién-peroxidasa, Enzimas musculares.

SUMMARY
EVALUATION OF SELENIUM LEVELS IN GALICIAN OVINE BREED LAMBS

Selenium levels in Galician ovine breed lambs have been studied in one flock. To
carry out our purpose the serum selenium concentration was analysed by atomic
absorption spectrophotometry with hydride generation, and glutathione peroxydase
(GSH-Px), creatine-fosfokinase (CPK) and aspartate-aminotransferase (ASAT) enzy-
mes were analized using enzymatic-colorimetric techniques.

The mean serum selenium concentration was 21.86+0.14 ppb and the mean enzy-
me activity were 107.51+7.6 Ul/g Hb of GSH-Px, 85.56+9.8 Ul/l of CPK and
34.5%2.2 U/l of ASAT. Twin lambs had less serum selenuim concentration and more
CPK activity than single lambs. Sex didn’t have any influence on these parameters.

Key words: Lambs, Selenium, Glutathione peroxidase, Muscle enzymes.
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Introduccion

La carencia de selenio en los animales
produce diferentes alteraciones patoldgicas,
de las cuales la mds relevante es la
Enfermedad del musculo blanco, proceso
que afecta principalmente a corderos jéve-
nes de menos de seis semanas cuando pro-
ceden de madres que han recibido una dieta
pobre en selenio durante la gestacidon
(JIMENEZ y cols., 1991).

El selenio ejerce su papel biolégico a tra-
vés de la seleno-enzima glutation-peroxida-
sa (GSH-Px) (ROTRUCK y cols., 1973), que
cataliza las reacciones que ayudan a destruir
al peréxido de hidrégeno y a los peréxidos
de dcidos grasos, evitando asi los dafos
derivados de ellos (RAMON-GIMENEZ, 1993).

Los dismetabolismos del selenio-GSH-
Px desencadenan alteraciones en el meca-
nismo oxidativo, produciéndose por su defi-
ciencia peroxidacién lipidica de las fibras
musculares, llegando finalmente a degene-
racion y necrosis. Como consecuencia de
ello se liberan al torrente circulatorio deter-
minados enzimas musculares (BLOOD y
cols., 1992).

Son muy numerosos Jos factores etiol6-
gicos que actiian en el desencadenamiento
de este proceso nutricional, factores que
reducen la concentracion de selenio en las
plantas y factores que reducen la ingestién
y/o aprovechamiento por parte de los ani-
males. Las caracteristicas climaticas y eda-
folégicas de Galicia determinan suelos 4ci-
dos y con escasa aireacién, junto con
elevadas precipitaciones, lo que conlleva
bajas concentraciones de selenio en los sue-
los, y por tanto en los pastos y en los anima-
les (KOLLER, 1981).

La raza ovina Gallega define animales de
pequeiio tamaiio, bien enlanados, general-
mente de color blanco y dedicados a la pro-

duccion carnica. Estan adaptados a una geo-
grafia y climatologia dificil de soportar por
otras razas mas seleccionadas. Es caracte-
ristica de esta raza la alta fertilidad y prolifi-
cidad, con predisposicion de partos gemela-
res y triples. La explotacién de esta raza se
realiza en régimen extensivo, con base de
pastoreo, siendo su estructura reflejo del
minifundismo agrario existente en la pro-
vincia de Lugo y en Galicia en general
(SANCHEZ GARCIA y cols., 1989).

El objetivo del presente trabajo se centra
en la evaluacién del selenio en corderos,
desde el momento del nacimiento hasta el
mes de edad; valorando, asi mismo, la
influencia del nacimiento de parto sencillo o
multiple y del sexo, en un modelo de explo-
tacion tipica de Galicia. Para ello realiza-
mos la determinacion de los niveles séricos
de selenio, por ser el pardmetro mds adecua-
do para detectar pequefias variaciones en
intervalos breves de tiempo (STOWE vy
HEeRrDT, 1992). También se valoraron la acti-
vidad de la enzima GSH-Px, ya que nos da
idea de la proteccion que presenta el animal
frente a dafios oxidativos, y las enzimas
marcadoras de alteracién muscular creatin-
fosfoquinasa (CPK/CK) y aspartato-amino-
transferasa (ASAT/GOT).

Material y métodos

La toma de muestras se realizé en una
explotacién de ganado ovino de raza
Gallega situada en la provincia de Lugo.
Los animales eran explotados en régimen de
semiestabulacion, la base de la alimentacidn
la constituia el pastoreo en praderas polifiti-
cas naturales, recibiendo ademds una com-
plementacién de la racién con heno (prima-
vera y verano) y ensilado (otofo), no
teniendo suplementacién mineral. El estado
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general de los animales era satisfactorio, no
presentando ninguna manifestacién sinto-
matolégica durante toda la experiencia.

Se seleccionaron |0 hembras de primer
parto, que fueron sometidas a un proceso de
sincronizacién de celo (Abril 1994), emple-
ando acetato de fluorogestona (Cronolo-
ne®) (30mg/esponja intravaginal) y PMSG
(300 UI), con el propdsito de sincronizar los
partos. Durante el 2° y 3° mes de prefiez
(Junio-Julio) se realiz6 el diagndstico de
gestacion por ultrasonidos, apreciando a su
vez las hembras que mantenian una gesta-
cion simple o multiple.

En el mes de Septiembre tuvo lugar el
parto de las hembras, con un total de 15 cor-
deros. a los que se les tomaron muestras de
sangre hasta el mes de edad (5 tomas), a
intervalos de tiempo semanales, extrayendo
paralelamente muestras a las madres. Del
total de los corderos, 5 eran procedentes de
parto sencillo y 10 de parto doble; 7 hem-
bras y 8 machos. Se extrajeron 10 ml de
sangre venosa de la yugular a cada animal,
de los cuales 2.5 m] se depositaron en tubos
con EDTA dipotdsico para la determinacién
de la hemoglobina, 2,5 ml en tubos con
heparina para Ja actividad glutatién-peroxi-
dasa. y del resto se obtuvo suero para la
cuantificacton de los niveles de selenio séri-
coy las actividades enzimdticas creatin-fos-
foquinasa y aspartato-aminotransferasa.

Los niveles séricos de selenio (ppb), se
cuantificaron por espectofotometria de
absorcion atémica combinada con genera-
cién de hidruros. La actividad glutation-
peroxidasa (Ul/g Hb) se determiné median-
te el empleo del kit comercial (Ransel ®
Randox. U.K.), basado en e] método de
Plagia y Valentine (1967), leyendo las
absorbancias a 340 nm y a temperatura esta-
ble de 37°C en un espectofotémetro de luz
UV/Vis. La hemoglobina se midi6 por el

método de la cianmetahemoglobina (HAIN-
LINE, 1958). La cuantificacién de las enzi-
mas creatin-fosfoquinasa y aspartato-ami-
notransferasa (Ul/l) se determiné con kits
(Knickerbocker)., realizandose las lecturas
de las absorbancias a 340 y 505 nm respec-
tivamente, en el citado espectofotémetro.

El procesamiento estadistico de los datos
se realizo por andlisis de varianza de una via
(F de Fisher), valorando la evolucidn de los
pardmetros estudiados en Jos corderos desde
el nacimiento al mes de vida, ademas de la
influencia del tipo de nacimiento (sencillo o
multiple) y del sexo, considerando una pro-
babilidad del 95% (p<0,05).

Resultados

Se ha observado una evolucién opuesta
de la concentracidn de selenio entre los cor-
deros y sus madres (figura 1). Durante la
primera semana postparto se produce un
descenso estadisticamente significativo
(p<0,05) de la concentracion de este mine-
ral en las madres, produciéndose paralela-
mente un incremento en los corderos. Al
cabo de unos dias, los niveles maternos se
van recuperando y los corderos bajan sus
reservas.

En el cuadro | aparecen representadas las
actividades enzimadticas GSH-Px, CPK.
ASAT y las concentraciones de selenio séri-
co en el conjunto de los corderos. represen-
tadas como mediasz*e.s. y rangos de valores
minimo y maximo.

La concentraciéon media de selenio sérico
en los corderos fue de 21,86+0,1 ppb, osci-
lando entre 19,11 y 23,76 ppb (ambas
durante la toma 3). La actividad media de la
enzima GSH-Px fue 107.51+7,6 Ul/g Hb,
observdndose grandes fluctuaciones. A par-
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Figura |. Evolucién de la concentracion de selenio sérico (ppb) en madres y sus corderos. * (p<0,05)
(Evolution of serum selenium concentration (ppb) in ewes and their lambs)

CUADRO |
CONCENTRACION DE SELENIO SERICO Y ACTIVIDADES GSH-PX, CPK Y ASAT
EN EL CONJUNTO DE LOS CORDEROS (MEDIAS*E.S. Y MINIMO Y MAXIMO)
(SERUM SELENIUM LEVELS AND GSH-PX, CPK AND ASAT ACTIVITIES IN ALL
LAMBS (MEAN=S.E AND MINIMUM-MAXIMUM)

Toma | Toma 2 Toma 3 Toma 4 Toma 5 Media
Selenio 21.51+0.2 22,24+0.3 22.00+0.4 21,7904 21.78+0.3 21.86+0,1
(ppb) (20,07-22.14)  (20,76-23.16)  (19.11-23.76)  (20.46-23.64)  (20.34-23,52)  (19,11-23.76)
GSH-Px 90.,13£26.5 80.46+7.8 108,56+9,0* 151,54+18,3% 106,868 4 107.51£7.6
(Ul/g Hby  (11.38-292.95) (45.73-126.15) (44,32-143.31) (73.31£243.74) (44.32-132,31) (1],38-29285)
CPK 85.5749.8 58.85+8,1* 58.03+10,3 51,35£9.5 51,39+8,8 61.04+4 4
(U (52.34-158.20)  (23.38-110.05) (24,28-112.19)  (9.63-93.54) 15.13-93.13)  (9.63-158.20)
ASAT 51,142 47.4+19 17.8+3.0% 23.1x1.6 33,1%1,6 34,5+2.2
(U (16-62) (39-57) (6-40) (16-31) (26-41) (6-62)

* (p<0.05) diferencias significativas respecto a las tomas anteriores
p 2
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tir de la segunda semana de vida (toma 3).
se produce un incremento de la actividad de
esta enzima. siendo esta elevacion significa-
tiva desde un punto de vista estadistico
(p<0.05). En cuanto a las enzimas marcado-
ras de dafo muscular (CPK y ASAT), ambas
presentan la actividad mds elevada en el
momento del nacimiento. produciéndose
una caida de sus actividades estadisticamen-
te significativa (p<0,05), a partir de ese
momento.

En la figura 2 se representan los resulta-
dos obtenidos al estudiar independiente-
mente los pardmetros segun el tipo de naci-
miento de los corderos. Hemos observado
concentraciones inferiores de selenio y acti-
vidades superiores de la CPK (p<0.05) en
los corderos nacidos de parto multiple, res-
pecto a los nacidos de parto simple. Para la
GSH-Px y ASAT los resultados fueron simi-
lares entre ambos grupos.

En una evaluacién global del estudio de
la influencia del sexo de los corderos sobre
los pardmetros estudiados (figura 3), apre-
ciamos para el selenio y para la enzima
ASAT resultados similares entre ambos
lotes. de manera que podemos sefalar que
ambos pardmetros no se ven influenciados
por este factor. No ocurre asi con la enzima
GSH-Px. que es superior siempre en los
machos. y la CPK que generalmente presen-
ta mayores niveles en las hembras: si bien
estas diferencias carecen de significacién
estadistica.

Discusion

— Evolucidn en funcion de la edad:

Los niveles de selenio sérico en los cor-
deros de este estudio se sitdan dentro de los
margenes considerados como adecuados

seglin los estudios de FRASER (1982),
TURNER (1982), DIXON y DUNNER (1983) y
ZACHARA y cols. (1989). considerando estos
autores como adecuados aquellos que supe-
ran las 20 ppb. No obstante, en los estudios
efectuados por WHELAN y cols. (1994) los
niveles de normalidad se establecen a partir
de los 40 ppb; en base a lo cual estos anima-
les podian ser considerados como deficita-
rios en este oligoelemento.

Tras el parto (figura 1), existe una fuerte
eliminacién de selenio, a través del calostro.
Esta circunstancia desencadena una caida
de la concentracion del mineral en suero
materno y un incremento en el de los corde-
ros. Posteriormente, el calostro serd reem-
plazado por la leche que contiene menor
concentracion de este mineral, recuperdndo-
se en este momento los valores en la hembra
ovina (KOLLER y cols., 1984, PHERSON y
cols., 1990). Al mismo tiempo. los corderos
desprovistos de una fuente de selenio tan
abundante como el calostro, inician un des-
censo en las concentraciones de este oligoe-
lemento. Parece claro, pues. el papel desem-
pefiado por la secrecion calostral en lo que
respecta al primer aporte de selenio al ani-
mal recién nacido, tal y como ya sefialaban
KOLLER y cols. (1984), Van DAEL y cols.
(1991), BENEMARIYA y cols. (1993).

La actividad de la enzima GSH-Px se
encuentra dentro de los limites fisiolégicos
segun SAEz y cols. (1995) (60-120 Ul/g
Hb). Esta actividad enzimatica se va incre-
mentando seglin avanza la edad de estos
animales, lo que nos indica que adquieren
una buena defensa frente a danos oxidati-
vos, coincidiendo con Jlos estudios de
Stowg y HERDT (1992).

Las enzimas marcadoras de dano muscu-
lar (CPK y ASAT), muestran en el momento
del nacimiento una actividad mas elevada,
tras el cual se produce un declive de la
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misma. La evolucién de la CPK coincide
con lo descrito por BOSTEDT y SCHRAMEL
(1990) y BRAUN y cols. (1993), permane-
ciendo dentro de los limites descritos como
fisiolégicos (<100 Ul/I). La enzima ASAT
se mantiene, igualmente, dentro de los ran-
gos fisioloégicos descritos por KaNEKO
(1989) y PERNTHANER y cols. (1993) (<100
Ul/). En base a estos resultados, debemos
sefalar que los niveles de selenio y GSH-
Px, no parecen ser desencadenantes de
dafios musculares. No obstante, creemos
que el comportamiento de estas enzimas
musculares obedece al nacimiento en si
mismo, lo que provoca un estrés oxidativo
que origina la salida de estas enzimas cito-
solicas al espacio extracelular. En el caso de
la ASAT permanece elevada durante la pri-
mera semana de vida de los corderos, debi-
do a la elevada vida media de esta enzima
que se mantiene en suero sanguineo de 3 a
10 dias en ganado ovino (BLooD y cols.,
1992).

— Evolucion segtin tipo de gestacion:

Los corderos hasta el mes de edad se sus-
tentan a partir de sus madres. Las hembras
que han mantenido una gestacion miltiple
han sufrido un mayor consumo de selenio
ya que se debe repartir a ambos fetos
(LANGLANDS y cols., 1991), y por cllo pre-
sentan menor nive! del mineral los corderos
procedentes de parto miltiple. Estos anima-
les a su vez, presentaron una menor protec-
cién frente a dafios oxidativos y como con-
secuencia se produjo liberacion al torrente
circulatorio de CPK (BLOOD y cols., 1992).
No obstante, en este grupo de animales la
concentracion del mineral parece ser ade-
cuada, ya que la actividad de esta enzima se
encuentra dentro de los limites fisiologicos
(<100 1U/l). Las actividades GSH-Px vy
ASAT se presentaron muy homogéneas para
ambos grupos.

- Evolucion segtn sexo:

Los corderos macho presentan general-
mente mayor desarrollo corporal que las
hembras, y como consecuencia un desarro-
Ilo superior de la placenta, lo que conduce a
una mayor vehiculacién de GSH-Px de la
madre al feto (BOSTEDT y SCHRAMEL, 1990).
Este aporte superior de GSH-Px proporcio-
na una fuerte proteccién frente a dafios oxi-
dativos y consecuentemente una menor
liberacién de CPK.

Conclusion

Los niveles de selenio en este grupo de
corderos de raza Gallega parecen ser ade-
cuados, ya que tanto los niveles de selenio,
como el resto de pardmetros indicativos de
patologias oxidativas (GSH-Px) y muscular
(CPK y ASAT) se mantienen dentro de la
normalidad, observando a su vez que la ges-
tacién muitiple condiciona las reservas de
selenio en la descendencia.
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RESUMEN

La capacidad de ingestidn de un lote de 8 novillas Charolesas (de 370 a 470 kg) se
midié individualmente en 3 periodos (de 4 a 8 semanas) separados entre si por 4
meses. En el Gltimo periodo se anadié un lote de vacas secas (740 kg) y otro de terne-
ras (300 kg). con 8 animales en cada caso. En el primer y dltimo periodo se utilizé un
mismo heno y en el segundo una hierba verde, ambos de pradera natural.

Sobre 212 datos bibliograficos de cantidades ingeridas en pastoreo por bovinos se
analizé estadisticamente su relacién con el peso (de 80 a 700 kg), la edad o la digesti-
bilidad del pasto.

El peso explicé mejor las diferencias de ingestion entre animales que la edad.
Solamente se observé un efecto concomitante de la edad con el peso en los datos
bibliograficos (P<0,01). La ingestidn relativa al peso disminuyé con el desarrollo del
animal. Los forrajes mds digestibles se ingirieron mejor en todos los casos. El coefi-
ciente de alometria de la ingestion en funcién del peso (de 1 a 0,77) disminuyé con el
formato del animal. y 1o hizo con mayor rapidez en las razas precoces (lecheras). Ello
implica que el desarrollo de la capacidad de ingestidn es mds tardio en las razas cdrni-
cas. lo que hace mds sensibles a los animales jévenes cuando ingieren forrajes de cali-
dad mediocre.

Palabras clave: Forraje, Vacuno Charolés, Ingestion, Peso vivo, Alometria.

SUMMARY

Intake capacity of 8 heifers (from 370 to 470 kg) was individually recorded during
3 periods (4 to 8 weeks) at 4-month intervals. Intake capacity of 8 mature dry cows
(740 kg) and 8 female calves (300 kg) was also measured in the last period. The ani-
mals were fed the same hay in the first and the last period, and grass in the second
period. both cut from a natural meadow.

[nformation was also collected from published intake data of cattle (80 to 700 kg)
at pasture. in order to calculate relationships between herbage intake and live weight,
age of cattle, and herbage digestibility.

Live weight explained better intake variability than age of cattle. A concomitant
effect of age was also significant in the bibliographic data base (P<0.01). Intake per kg
live weight decreased as the animal grew. More digestible forages were eaten in grea-
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ter amounts. Allometric coefficient of intake in relation to live weight (from 1 to 0.77)
fell as cattle increased in size. but faster in early-maturing breeds (dairy breeds). This
means that development of intake capacity occurs later in beef cattle, and thus younger
animals are more sensitive when they are fed low quality forages.

Key words: Forage. Charolais cattle. Intake, Live weight. Allometry.

Introduccion

En el contexto econémico actual. el man-
tenimiento de una renta suficiente en gana-
deria pasa esencialmente por la extensifica-
cion del factor “tierra” frente a los factores
“trabajo” y “capital”. Esto conduce a aumen-
tar la superficie explotada y a reducir los
costes de produccidn. En estas nuevas con-
diciones el mantenimiento de la productivi-
dad del ganado deberd tener cada vez mds
en cuenta la rusticidad de los animales. El
término rusticidad engloba varias aptitudes
y pone en juego un gran nimero de funcio-
nes biolégicas. La capacidad de ingestion y
mds precisamente la aptitud para ingerir
forrajes de muy variada calidad es un deter-
minante de la rusticidad de los rumiantes.
La cantidad de elementos nutritivos que un
animal en este tipo de medio puede obtener
del alimento depende en gran parte de su
capacidad de ingestion que esta correlacio-
nada positivamente con la capacidad para
digerir los componentes fibrosos.

El peso. mdxime cuando se trata de
raciones a base de forrajes. es el factor
determinante de la capacidad de ingestion
de los bovinos. y puede representar mds de]
80 % de la variabilidad genética y fenotipi-
ca de la capacidad de ingestiéon entre razas
(TAYLOR ef al.. 1986). Para un mismo peso,
la edad también puede promover las canti-
dades voluntariamente ingeridas. lo cual es
un reflejo del diferente estado de desarrollo
0 engrasamiento de los animales. Las canti-

dades ingeridas dependen de la naturaleza
de la racién, ya que la ingestibilidad esta
ligada estrechamente a la digestibilidad
(JARRIGE et al., 1980).

El objetivo de este estudio fue precisar
las relaciones entre la ingestion y las carac-
teristicas (esencialmente el peso) de los
bovinos en diferente estado de desarrollo. El
trabajo estd basado sobre un ensayo experi-
mental en estabulacion y el andlisis estadis-
tico de una base de datos bibliograficos de
ingestién en pastoreo. En el ensayo experi-
mental se midieron individualmente sobre
un mismo lote de novillas las cantidades
ingeridas de forraje en tres periodos (desde
50 a 70 % del peso adulto de los animales).
En el dltimo periodo entraron también en
control un lote de terneras y otro de vacas
adultas secas. Se discuten las implicaciones
préacticas de los resultados obtenidos en el
manejo de los rebafios en los nuevos siste-
mas de produccién (extensificacién) basa-
dos en el aprovechamiento de forrajes.

Material y métodos

Estudio experimental:

Los animales utilizados en esta experien-
cia fueron todos de raza Charolesa y prove-
nientes de un mismo rebaiio experimental
situado en una zona de montana (1100 m,
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INRA de Theix, Francia). Este rebafio se
maneja seglin un esquema cldsico de partos
al final del invierno, amamantamiento en
pasto y con destete en otofio (entre los 6y 8
meses de edad).

Se utilizé un mismo lote de 8 novillas
sobre las que se midi6 individualmente la
capacidad de ingestion durante tres periodos
separados entre si por 4 meses. En el tltimo
periodo se controlaron también un Jote de
vacas adultas secas y otro de terneras (8 ani-
males en cada uno). En el primer y tltimo
periodo se utilizé un mismo heno y en el
segundo periodo una hierba verde, ambos
cortados en estado de espigado en praderas
naturales de montafia. Aunque transcurrie-
ron 8 meses y se utilizé el mismo heno, el
almacenamiento se realiz6 en buenas condi-
ciones. Los andlisis revelaron que no exis-
tieron diferencias significativas en su com-
posicidn quimica debidas al almacenaje, por
lo que se presentaron los valores medios a
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titulo indicativo en el Cuadro 1. Los forrajes
fueron distribuidos a voluntad (10 a 15 % de
rechazo), 2 veces al dia. El heno fue com-
plementado diariamente con 200 g de torta
de soja 48 y con 100 g de un complemento
vitaminico-mineral por animal para asegu-
rar un correcto funcionamiento de las fer-
mentaciones ruminales. L.as caracteristicas
de los animales al inicio de los controles se
describen en el Cuadro 2.

Los controles se realizaron durante 8,4 y
6 semanas consecutivas en el primer, segun-
do y tercer periodo respectivamente, donde
las 2 primeras semanas se consideraron
siempre como fase de adaptacién. Las canti-
dades de forraje ofrecidas y rechazadas fue-
ron pesadas 5 dfas por semana. El contenido
en materia seca (MS) de los alimentos ofre-
cidos y rechazados fue estimado 2 veces por
semana sobre el heno y la torta de soja, y
diariamente en el caso de la hierba cortada.
Una muestra fue conservada para determi-

CUADRO 1
CARACTERISTICAS DE LOS FORRAJES UTILIZADOS EN LA EXPERIENCIA
TABLE 1
CHARACTERISTICS OF FORAGES EMPLOYED IN THE EXPERIMENT

Heno Hierba

Composicién quimica (g / kg MS)

MO 920 906

PB 122 137

FB 335 306
Valor nutritivo (1)

dMO 0,57 0,6

UFL 0,69 0,931

PDIN 76 87

PDIE 81 89

(1) Medido sobre carneros castrados: dMO= digestibilidad MO; UFL= Unidad Forrajera Leche;
PDIN, PDIE = proteinas digestibles en el intestino dependientes del nitrégeno degradabie (N) o de la

energia (E) del alimento.
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CUADRO 2
CARACTERISTICAS DE LOS ANIMALES UTILIZADOS Y CANTIDADES
INGERIDAS DE FORRAIJES
TABLE 2
ANIMAL CHARACTERISTICS AND FORAGE INTAKE

Periodol Periodo 2 Periodo 3
Forraje Heno Hierba Heno
Animal Novillas Novillas Vacas Novillas Terneras
Pero (kg) 367+45.1 406+46,2 737+30.,4 470£53,1 298x16,1
Edad (meses) 12+1,2 16+1.2 704235 20+]1,3 9+0,3
GMD (g/diay 1) 929+158.4 892x179,5 982+83,6
Ingestion
kg MS/dia 6.2a 7.8b 12,3¢ 8.7b 5,6a
¢ MS/kg PV/dia 16.8a 19.1b 16,7a 18,6b 18,8b
ULB(2) 7.1 7.8 14,2 8,8 '5.9

(1) Ganancia Media Diaria hasta el destete

(2) Capacidad de ingestion teérica medida en Unidades Lastre para Bovinos (INRA, 1988)

nar la concentracion en materia orgdnica
(MO). fibra bruta (FB) y proteina bruta
(PB). Se calculé el valor nutritivo de cada
forraje a partir de la digestibilidad in vivo de
la MO (ANDRIEU y DEMARQUILLY, 1987).
Esta fue estimada en cada forraje utilizando
6 carneros castrados durante 7 dias de medi-
das después de un periodo de adaptacién de
I4 dias.

Los animales se pesaron cada 3 semanas
y al inicio y final de los periodos de control.
Las ganancias de peso fueron calculadas por
regresion lineal sobre el conjunto de pesos
durante la experiencia con el fin de limitar
las variaciones aleatorias.

Estudio bibliografico

Se recopilaron un total de 212 datos (18
referencias bibliogréficas)! de cantidades
ingeridas en pastoreo por bovinos de pesos
comprendidos entre 80 y 700 kg La mayoria
de los datos pertenecian a trabajos realiza-
dos en Centros britdnicos (Hurley, Wye
College, MLURI,...) y sobre praderas
mono-especificas de ray-grass.

Cada dato correspondié a una media de
estimaciones hechas sobre varios animales.
Los tratamientos experimentales y los
periodos de medidas de un mismo ensayo
fueron considerados separadamente. En
todos los casos las cantidades ingeridas fue-

I. Lista de referencias bibliogréificas: Baker et al. 1981a. 1981b, 1985; Hodgson, 1968; Hodgson et al. 1971.
1977: Hodgson vy Jamieson. 198]: Holloway y Butts. 1983: Holmes et al. 1961; Jamieson y Hodgson. 1979a,
1979b: Jones et al.. 1965: Martin et al.. 1955: Vicini et al.. 1982; Wanyoike y Holmes. 1981; Wilkinson y Prescott.

1970: Wright et al. 1989: Zoby v Holmes, 1983.
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ron estimadas con marcadores digestivos
(Cr,05 junto con digestibilidad in vitro y
recientemente alcanos) durante un periodo
minimo de muestreo de heces de 5 dias.

Las comparaciones entre animales de
diferentes formatos en la misma referencia
representaron 30 % de los datos. Las edades
comprendidas entre 6 meses y 2 afos, y los
pesos inferiores a 450 kg estaban bien
representados, pero los datos correspon-
dientes a animales adultos son mas escasos.
Los genotipos lecheros representaron el 70
% de los datos, el resto correspondfan a cru-
ces de razas lecheras con razas cdrnicas
especializadas.

Tratamiento de los datos:

Los resultados de ingestiéon fueron trata-
dos por andlisis de varianza (GLM; SAS,
1988) teniendo en cuenta en los modelos el
periodo, el tipo de animal, el peso vivo. la
edad, la ganancia media diaria hasta el des-
tete o la digestibilidad del pasto en el caso
del estudio bibliografico. Para cada modelo
se retuvieron solamente los factores e inte-
racciones significativas (P<0,05).

Después de transformar logaritmicamen-
te las variables, se expreso la ingestion (1.
kg MS / dia) en funcién del peso de los ani-
males (PV, kg) segin el modelo :

log. I=a+ B xlog PV +e

En el caso del estudio bibliografico no se
tuvo en cuenta el factor “referencia biblio-
grafica” en el modelo ya que ello habria
podido inducir errores en las estimaciones
debido a que todas las referencias no cubri-
an toda la gama de pesos o de ingestién.
Finalmente, tampoco fueron considerados
en el cdlculo los datos provenientes de ani-
males que tuvieron ganancias de peso infe-
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riores a 0,4 o superiores a 0,7 kg/dia en los
meses previos.

Resultados

Estudio experimental

Aunque se tomé la precaucion de no con-
siderar las ingestiones de las 2 primeras
semanas de medidas. durante el primer
periodo se observé en las novillas un incre-
mento progresivo de la ingestion de heno
(39+7,6, g MS / dia), que no se observé pos-
teriormente.

La ingestion de hierba por kg de peso fue
superior, aunque no siempre significativa-
mente, a la ingestion de heno en cualquier
tipo de animal o periodo (Cuadro 2). Las
cantidades ingeridas de forraje por kg de
peso de las novillas en el primer periodo y
de las vacas en el ultimo fueron inferiores a
las cantidades ingeridas por las novillas y
las terneras en los 2 ultimos periodos.

En tan solo 8 meses, la capacidad de
ingestion de estas novillas se incrementé un
40 % mientras que su peso lo hizo en un 28
%. Cuando se consideraron solamente las
novillas, el coeficiente de regresidn entre
cantidades ingeridas y el peso de los anima-
les fue similar dentre de cada uno de los 3
periodos (13,3, 154 y 13,1; coeficiente glo-
bal: 14,1£2,51 ¢ MS por cada kg de incre-
mento de peso), explicando el modelo 83 %
de la variacion de ingestion. La edad del
animal junto con el peso, no logré aumentar
el porcentaje de varianza explicada por el
modelo. En el primer periodo y para un
mismo peso, las novillas con una ganancia
media diaria hasta el destete superior ingi-
rieron mas forraje (3£0,9 g de MS por g de
ganancia de peso).
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Finalmente. utilizando las ingestiones
individuales por periodo de todos los ani-
males y después de transformar logaritmica-
mente las variables se observo que el incre-
mento de la ingestion de forrajes (I) no era
totalmente lineal con el peso de los anima-
les (PV):

[ (kg de MS) = 0,034xP V0890043,
220,91 D.E.R. =0.71 (ecuacién |)

El incremento fue lineal cuando no fue-
ron considerados los datos de ingestion de
las vacas:

( I (kg de MS) = 0.022xPV0-97£0.086 .
R?=0.79 D.E.R. = 0.66 (ecuacién 2)

Estudio bibliografico:

Los datos cubrian una amplia gama de
digestibilidades (entre 0.60 y 0,84). si bien
en el 93 % de los trabajos se situo entre 0,66
y 0,81 (Figura 1). La distribucién de pesos y
cantidades ingeridas presentaron formas
diferentes. lo cual induce a pensar que cier-
tos animales ligeros ingerian mucho en rela-
cién a su peso y viceversa en el caso de los
mas pesados. Esto condujo a elegir animales
con un pasado nutricional “normal” (ganan-
cias medias ¢iarias previas entre 400 y 700
g.) para los cdlculos. La relacién obtenida
fue:

I (kg de MS) = 0,077xPV0.77£0.033,
R’=0.81 D.E.R. = 0.97 (ecuacién 3)
Cuando se dejaron de lado los datos co-

rrespondientes a los animales adultos. la
relacion fue:

1 (kg de MS) = 0.058xP V08220043 .
R’=0.77 D.E.R. = 0,88 (ecuacién 4)
Se calculd una dltima relacién teniendo

en cuenta solamente los animales con un
peso inferior a 300 kg:

[ (kg de MS) = 0,022xPV 0220060 ,
R*=0,76 D.E.R. = 0,73 (ecuacién 5)

Aunque la edad y el peso de los animales
estdn evidentemente correlacionados y ello
puede inducir a que las estimaciones de [os
coeficientes de regresiéon no sean suficiente-
mente exactas, se puede considerar en este
caso que la relacion fue relativamente
modesta (R>=0,62). Se empleé un modelo
de regresién multiple para describir la
ingestion en funcion del peso (PV, kg), la
edad (ED. meses) y la digestibilidad del
pasto (DIG, %) que era la variable vegetal
mas frecuentemente citada:

I (kg MS/dia) = -2,92(1,054) +
+ 0,016(x0,0009)xPV + 0,26(£0.030)x
xED 0004(+0,00004)x(PVXED) +
+ 0,039(+0,0140)xDIG

r’ =0,90; D.E.R. = 0,81 (ecuacién 6)
o bien:

[ (g MS/kg PV/dia) = -7,17(x4.760) +
+0.,31(x0,135)xED -
- 0,0006(+0.0002)x(PVXED) +
+0,39(x0,064)xDIG

r* =0,48; D.E.R. = 3,70 (ecuacién 7)

Discusion

Las caracteristicas de los 2 forrajes indu-
cen a pensar que la hierba con una digestibi-
lidad mas alta tenfa un valor lastre inferior y
esta fue la causa por la cual sus ingestiones
relativas fueron las més altas (JARRIGE et al.,
1986). La larga duracién del primer periodo
de medidas puede explicar por qué se detec-
té un incremento progresivo de la ingestion,
ya que el destete y los trastornos asociados
que conlleva habian tenido lugar 4 meses
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antes, lo que se considera un periodo sufi-
ciente. En cualquier caso esto no justifica
totalmente ingestiones por kg de peso simi-
lares a las observadas en vacas en el ultimo
periodo. En el tercer periodo la ingestion
relativa al peso fue inferior en los adultos

149

con respecto a los jévenes (novillas y terne-
ras), lo que puede deberse fundamentalmen-
te a Ja disminucidn de las necesidades relati-
vas del animal con el grado de desarrollo
(FORBES, 1986). En cualquier caso y aunque
se trate de forrajes, resultaria demasiado
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Figura . Principales caracteristicas de los datos que constituyen la base bibliografica
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simplista atribuir todo el control de la inges-
tién a una limitacion fisica. Es bien conoci-
da la existencia de un control metabdlico
del apetito, algunos de cuyos factores mas
determinantes son el estado fisiologico o la
condicion corporal en la que se encuentren
los animales (FOrBES. 1986). Ello podria
explicar las leves diferencias entre la inges-
tion observada y la estimada en las tablas
INRA de capacidad de ingestion (INRA,
1988).

El incremento de la ingestién con el peso
de las novillas a lo largo de los tres periodos
fue el mismo que el observado por TROCCON
(1987) para este tipo de animales ingiriendo
forrajes. Una mayor ingestion de hierba
durante la lactancia para un mismo consu-
mo de leche deberia conducir a ganancias
superiores hasta el destete (LE DU y BAKER,
1979). Esta podria ser la causa de la relacion
positiva entre dicha ganancia y la capacidad
de ingestion posterior de las novillas en el
primer periodo. Ello puede inducirnos a
pensar en razones genéticas que determinan
la variabilidad individual de la capacidad de
ingestion y que merecerian estudios especi-
ficos.

De las relaciones de alometria obtenidas
en ambos estudios (experimental y biblio-
grdfico) se deduce en cualquier caso que el
coeficiente de alometria disminuye con la
edad de los animales. de acuerdo con medi-
das realizadas en establo (TAYLOR et al..
1986). No obstante. parece ser que esta dis-
minucion es mds rdpida cuando se trata de
razas lecheras. por consiguiente mas preco-
ces. En tanto en cuanto la ingestién se incre-
mentaba linealmente con el peso, la cons-
tante de proporcionalidad fue la misma en
todos los casos (ecuaciones 2 y 5). Ello ocu-
116 en genotipos lecheros hasta los 300 kg.
coincidiendo con el valor propuesto por
TrROCCON (1987). y hasta pesos superiores
en la raza Charolesa en este estudio. Estas

diferencias raciales se corroboran con las
diferencias de evolucion del contenido
digestivo con el peso entre animales de raza
Frisona y Charolesa observadas por
ROBELIN (1986). D'HOUR ef al. (1991) obtu-
vieron en razas lecheras francesas en esta-
bulacion un coeficiente de alometria de
0.80. proximo al obtenido aqui para anima-
les en pastoreo y provenientes de una base
donde predominaban los genotipos lecheros
(ecuacion 3). Ambos son también proximos
al valor de referencia en la bibliografia
(0.75) para expresar la ingestion de anima-
les que difieren mucho en peso (INRA,
1978; ARC, 1980). De la ecuacién 3 se
dedujo que los bovinos en pastoreo ingieren
aproximadamente 80 g de MS por kg de
peso metabdlico, valor ligeramente inferior
al propuesto por DULPHY et al. (1987) como
ingestibilidad de una graminea en estado
precoz distribuida a novillas de recria.

Las razas cdrnicas y especialmente la
Charolesa tienen un desarrollo mds tardio
que las razas lecheras y ya desde una edad
muy temprana se han observado retrasos en
el desarrollo de la capacidad de ingestién
(PETIT, 1988). Los coeficientes de alometria
en el estudio experimental (ecuaciones | y
2) fueron superiores a los obtenidos en razas
lecheras tanto en establo como en pastoreo.
Estas relaciones de alometria no fueron
diferentes de la propuesta por AGABRIEL ef
al. (1987) para hembras bovinas de carne de
formatos similares y alimentadas con heno.
Coincidieron también con las relaciones
obtenidas en hembras de la misma raza en
pastoreo con una ingestion no limitada por
la cantidad de pasto disponible (FERRER y
PETIT, 1995; FERRER ef al., 1995).

El incremento de ingestién con el peso
de las novillas no fue diferente al obtenido
en la base bibliogréfica. No obstante, debi-
do a que en esta tltima el pasado nutricional
de los animales era muy diverso, se observo
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un efecto concomitante de la edad de los
animales. El coeficiente atribuido a la edad
fue semejante al calculado por AGABRIEL et
al. (1987) en novillas jovenes. Sin embargo
existié una interaccion entre ambos factores
que hizo que la magnitud de ambos efectos
disminuyera progresivamente, lo cual estd
en relaciéon con la disminucion del coefi-
ciente de alometria.

Gracias a la amplia gama de digestibili-
dades en la base bibliogrdfica se pudo poner
en evidencia su efecto sobre la ingestion
independientemente del peso/edad de los
animales. El valor obtenido fue el mismo
que el calculado por BINES ef al. (1969) en
el caso de vacas delgadas alimentadas en
establo, y semejante al propuesto por
DuLpHY et al. (1987) para novillas de recria
que recibian heno y por Hodgson et al.
(1977) para terneros destetados en pastoreo
(0.33 y 0,26 g MO / kg PV/ punto digestibi-
lidad respectivamente). Desde los trabajos
de CONRAD et al. (1964) perdura la idea de
que los mecanismos de control metabdlico
de la ingestién se ponen en marcha cuando
la digestibilidad de la racién sobrepasa el
65-70 9%. Mas recientemente KETELAARS y
ToLkamp (1992) se mostraron criticos con
este argumento. Los datos de esta revision
bibliografica apoyaron Ja hipdtesis de estos
Gltimos autores, la ingestion puede incre-
mentarse en algunos casos por encima de
una digestibilidad del 80 % (Figura 2).

En definitiva, la capacidad de ingestién
es una caracteristica que se desarrolla de
forma desacelerada desde que el animal
empieza a consumir elementos solidos,
desarrollo que es mds lento en el caso de las
razas cdrnicas (menos precoces). La canti-
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dad de elementos nutritivos que un animal
es capaz de extraer de un pasto mediocre
(caracteristico del pastoreo extensivo)
depende de su capacidad de ingestion. Las
necesidades relativas de los animales dismi-
nuyen a medida que aumentan en peso. De
la relacion entre ambas se deduce que si se
pretende obtener un mismo crecimiento (ej.
500 g/dia) para animales de diferentes
pesos, mantener este objetivo solamente es
posible con forrajes de valor nutritivo dife-
rente. Basdndose en las necesidades nutriti-
vas del INRA (1988) para crecimiento de
500 g/dia (recomendable para terneras de
recria) y en Ja capacidad de ingestion de los
animales, se necesitaria un forraje con una
densidad energética y proteica superior para
que los animales mds ligeros alcanzaran
este objetivo ( 0,68 UFL y 64 g PDI por
ULB a 300 kg, frente a 0,62 UFL y 56 g PDI
por ULB a 470 kg)*. Ello debe inducir a la
cautela en el manejo de los rebafios de vacu-
no de carne en régimen extensivo si se quie-
re que los rendimientos no se vean afecta-
dos. La complementacidn de estos animales
mas sensibles con concentrado para alcan-
zar los crecimientos recomendados puede
ser una alternativa.
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Figura 2. Relacién entre la ingestion v la digestibilidad del pasto en la base de datos bibliografica
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