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RESUMEN

Este estudio tuvo como objetivo estimar la degradabilidad ruminal y cinética degradativa de la materia seca (MS)
del fruto cuajilote (Parmentiera edulis DC) en tres estados de madurez colectado durante la época seca en una
region de clima calido huimedo de la costa del estado de Chiapas, México, para analizar su potencial forrajero.
La técnica de la bolsa de nylon fue aplicada, con vaquillas permanentemente fistuladas del rumen (usandose
como unidades experimentales), que pastorearon zacate estrella de Africa y una suplementacion con 400 g/d de
un concentrado (grano de sorgo molido, pasta de soya y minerales). Se incubaron en el rumen 5 g de muestra
molida de cuajilote (chilillos, verde y maduro) en bolsas nylon a periodos de 0, 4, 8, 12, 24, 36, 48 y 72 h. Los
tratamientos (estados de madurez) se distribuyeron en un disefio completamente al azar con cuatro repeticiones
por tratamiento. Se encontrdé que la desaparicion de la MS (DISMS, %) de los chilillos fue dos veces mayor
(P<0,001) que la de los verdes, aunque menor que la DISMS del fruto maduro. El tipo de MS fluctuo (P<0,001)
dependiendo del estado de madurez, mostrando que la MS soluble y MS degradable fueron mas elevadas en el
fruto maduro, seguido de los chilillos que en los verdes (14,6 y 7,3 vs. 1,5%, asi como de 29,3, 25,2 vs. 15,7%,
respectivamente). Por otro lado, la MS degradable del fruto maduro se empieza a degradar mas pronto (0,0 1,6 y
1,8 h, para los maduros, chilillos y verdes, respectivamente) y a una tasa mas rapida que los chilillos o los verdes
(0,04 vs. 0,03). La digestibilidad potencial de la MS (DPMS, %) resulté mas alta (P<0,05) en el fruto maduro
(43,9) que en los chilillos (32,0) y los verdes (17,2). La misma tendencia se presentd para la degradabilidad
efectiva. Se concluye que la MS del fruto maduro presentd mayor disponibilidad de degradaciéon ruminal que el
estado de chilillos o verde, pero la materia seca de este fruto muestra baja disponibilidad ruminal indicando que
no es un material forrajero que pueda sustituir a forrajes tropicales.

Palabras clave: Fruto cuajilote, bovinos fistulados, rumen, digestibilidad in situ, degradabilidad efectiva.

Ruminal degradation of the dry matter of the cuajilote fruit (Parmentiera edulis)

ABSTRACT

This study had the aim to estimate the ruminal degradability and kinetic degradative of the dry matter (MS) of
the cuajilote fruit (Parmentiera edulis DC) in three states of maturity collected during the dry season in a humid
warm climate region of the coast at Chiapas state, Mexico, to analyze its forage potential. The technique of nylon
bag was applied with heifers permanently fissured of rumen (being used like experimental units) that grazed star
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of Africa grass and a supplementation with 400 g/d of concentrate (grain of ground sorghum, paste of soya and
minerals). They were incubated in rumen, 5 g of ground of cuajilote sample (chilillos, green, and mature) in nylon
bags (large: 10 x 5 cm and pore: 52 ) in periods of 0, 4, 8, 12, 24, 36, 48, and 72 h. The treatments (maturity
states) were distributed in a completely random design with four repetitions by treatment. The disappearance
of the MS (DISMS, %) of the chilillos was twice greater (P<0.001) than the green, although smaller than the
DISMS of the mature fruit. The type of MS fluctuated (P<0,001) depending on the maturity state, showing that
degradable MS and soluble MS were more elevated in the mature fruit, followed by the chilillos and the greens
(14,6 and 7.3 vs. 1,5%, as well as 29,3, 25,2 vs. 15,7%, respectively). On the other side, the degradable MS of
the mature fruit begins to degrade more rapidly (0.0, 1.6, and 1.8 h for mature, chilillos, and greens, respectively)
and a faster rate than the chilillos or greens (0.04 vs 0.03). The potential digestibility of the MS (%) was higher
(P<0.05) in mature fruit (43.9) than the chilillos (32.0) and the greens (17.2). The same tendency appeared for
the effective degradability. It is concluded that the MS of the mature fruit showed more availability of ruminal
degradation than the chilillos and the greens, but the dry matter of this fruit showed a low ruminal availability

indicating that it is not a material that can replace tropical forages.

Keywords: Cuajilote fruit, fistulae bovines, rumen, in sifu digestibility, effective degradability.

INTRODUCCION

La productividad animal en la costa del estado
de Chiapas, México, region tropical de clima calido
humedo, esta basada en pastoreo extensivo de Poaceas
nativas e introducidas cuya disponibilidad y calidad
nutricional depende de la distribucion estacional de
lluvias (Rojo et al, 2000; Mokoboki et al., 2005).
Debidoaloanterior,durantelaépocadeseca(diciembre
a mayo) se reducen los niveles de produccion de carne
y leche (Goémez et al., 2002) lo que obliga a buscar
fuentes alternativas de alimentacion para rumiantes
en pastoreo (Bustamante et al., 2002).

Durante este periodo de sequia, en esta zona
geografica, existe la disponibilidad de frutos de
cuajilote (Parmentiera edulis DC), los cuales son
avidamente consumidos por bovinos que pastorean
libremente (Jiménez, 1989). No obstante, se desconoce
cual es el valor nutricional y la disponibilidad ruminal
de la materia seca (MS) de este fruto en diferentes
estados de madurez, al que también se le atribuyen
propiedades medicinales (INEGI, 1992).

De esta manera, determinar el papel que ejerce
este fruto en el ambiente y cinética ruminal de los
animales que los consumen es importante para
realizar suplementacion estratégica con el fruto
cuajilote (Garcia-Castillo, 1997); Sin embargo,
es primordial estimar primero, la disponibilidad
ruminal de la MS de este fruto, asi como determinar
variables de la cinética ruminal como el inicio y
velocidad de degradacion de la MS degradable. Estos
aspectos permitiran inferir cual es la degradabilidad

efectiva de la MS a nivel ruminal (Singh et al., 1989),
buscando integrarlo como una fuente de sustitucion
o complementacion alimenticia para animales en
pastoreo durante la época de seca en una region de
clima calido himedo, objeto de estudio del presente
trabajo experimental.

MATERIALES Y METODOS

El experimento se realiz6 en el Modulo Lechero de
la Facultad de Ciencias Agricolas de la Universidad
Auténoma de Chiapas, ubicado en el municipio de
Huehuetéan, Chiapas, México (94° 30° Oy 15° 30’ N),
a 35 msnm, con un clima calido himedo, precipitacion
media anual de 2.200 mm (de junio a noviembre
la distribucion de lluvias) y 26°C de temperatura
promedio. El suelo del area experimental se clasifica
como fluvisoles etitricos con textura migajon-arenosa,
pH de 6,2 y 2,5% de materia organica (Garcia, 1973;
Gomez et al., 2002).

El estado de madurez chilillo correspondio al fruto
que emerge del tallo de la planta que no sobrepasa
los 8 cm de longitud. Como verde se consider6 el
fruto que ha desarrollado su maximo tamafio que
mantiene su color verdoso claro y consistencia dura
y como maduro, al fruto con coloracion amarillenta
de aroma dulce y consistencia suave. Todos estos
materiales se colectaron al inicio de la época de
seca de, por lo menos, 10 arboles. Los frutos fueron
cortados longitudinalmente para ser deshidratados
bajo sombra y se hicieron muestras compuestas para
determinarles la materia seca parcial. Posteriormente,
se deshidrataron en una estufa de aire circulante
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(55°C por 12 a 24 h) y luego, se molieron en un molino
Willey (criba de 2 mm) para almacenarse en bolsas
de plastico, hasta que se les realizo los analisis de su
composicion quimica. La MS se determin6 mediante
secado enuna estufa de aire circulante (105°C, durante
12 a 24 h), el contenido de cenizas por ignicion (600°C
por 5 h), la proteina cruda por el método Kjeldahl
(AOAC, 1990) y se aplico el método no-secuenciado
de Goering y Van Soest (1970) para determinar el
contenido de fibra detergente neutro (FDN)

Se utilizaron cuatro vaquillas con un peso
promedio de 350+13,6 kg y dos afios de edad
equipadas con un canula ruminal permanente. Los
animales se alimentaron en praderas de pasto estrella
de Africa (Cynodon plectostachyus). Ademéas, 400 g
de una mezcla a base de sorgo, vitaminas y minerales
fue proporcionada por las mafianas como suplemento,
asi como tambien recibieron agua limpia y fresca a
libre acceso.

La desapariciéon ruminal de la MS se determind
utilizando la técnica de la bolsa de nylon (Orskov y
McDonald, 1979). Cada una de las muestras de los
diferentes estados de madurez del cuajilote se incubd
en el rumen de cuatro vaquillas durante 0, 4, 8, 12,
24, 36 48 y 72 h, considerando a un animal como
repeticion. Se utilizaron bolsas de nylon (18 x 9 cm y
tamafio de poro de 53 p) y en cada una se colocaron
5 g de muestra de cuajilote y se sujetaron mediante
hilos de nylon a una porciéon de cadena (30 cm de
longitud, peso 150 g) que quedd suspendida en el
rumen. Posteriormente, las bolsas que se sacaron del
rumen, junto con la bolsa de la hora cero, se lavaron
a chorro circulante a baja presion, hasta que el agua
salio igual de cristalina como entro (aproximadamente
15 min). Posteriormente, las bolsas con los residuos
se secaron en una estufa de aire circulante (48 h a
60°C). La digestibilidad in situ de la MS (DISMS)
de cada periodo de incubacion se estim6 mediante la
siguiente ecuacion:

(Peso inicial- Peso final
Digestibilidad in situ (%) = \

) X 100
Peso final

Las caracteristicas no lineales de degradacion
ruminal (fraccion rapidamente soluble, fraccion
degradable de materia seca, fraccion potencialmente
digestible, velocidad e inicio de la degradacion
de la fraccion degradable de la materia seca) y la

degradabilidad efectiva de la MS se calcularon
como un proceso interactivo mediante el paquete
Neway (McDonald, 1981), que considera la siguiente
ecuacion: P = atb (1-¢*), donde P es la velocidad de
desaparicion en un tiempo t, a es el intercepto que
representa la porcion de MS solubilizada al inicio
de la incubacion (bolsa hora cero), b es la porcion
de MS potencialmente degradable en rumen, c es la
velocidad de desaparicion de la fraccion b y t es el
tiempo de incubacion. La degradabilidad efectiva se
estimo considerando tasas de pasaje ruminal de 2, 5y
8%/h, las cuales son representativas de consumo bajo,
mediano y elevado, respectivamente (ARC, 1984).

La composicion quimica, la desaparicion ruminal
de MS a diferentes periodos de incubacion y las
caracteristicas de degradabilidad ruminal de la MS
se analizaron con un disefio completamente al azar,
donde los estados de madurez fueron los tratamientos
(Steel y Torrie, 1980). Las medias se compararon
(P<0,05) con el procedimiento de Tukey (Herrera y
Barreras, 2005).

RESULTADOS Y DISCUSION

El Cuadro 1 muestra la composicion quimica del
fruto cuajilote colectado en época de seca en una
region de clima calido hiimedo ubicada en la costa
de Chiapas. Como se puede apreciar, la composicion
quimica en este fruto esta relacionada al estado de
madurez, donde de manera general, la cantidad de
proteina se reduce y se incrementa la proporcion de
pared celular en los frutos chilillos y lo contrario
se presenta en los frutos verdes, lo que en conjunto
afecta la composicion quimica en el fruto maduro.

La DIMS fue diferente (P<0,001) en cada periodo
de incubacion ruminal (Cuadro 2). Se puede apreciar
que independientemente del periodo de incubacion,
el fruto maduro presento mayor DISMS que el fruto
en estado verde o chilillo. De hecho, desde la hora
12 a la 72 de incubacion ruminal, el fruto verde sélo
logro aumentar la DISMS en 7 unidades porcentuales,
mientras que el fruto maduro logré incrementar en 13
unidades porcentuales. Las diferencias mas marcadas
entre éstos estados de madurez se presentaron a
las 36 y 72 h de incubacion ruminal. La DISMS de
los frutos es una variable que esta determinada por
diversos factores como la cantidad y tipo de alimento
consumido, el animal fistulado que sirve como
modelo animal, los periodos de incubacion ruminal,
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Cuadro 1. Composicion quimica del fruto cuajilote en diferente estado de madurez

Estados de Materia Materia Ceniza Proteina  Pared celular
madurez seca organica cruda

%
Maduro 14,7at 91,2a 6,2a 2,8b 82,5b
Verde 14,4a 89,1b 4,6¢ 3,3a 81,2b
Chilillo 13,1b 92,6a 5,3b 2,9b 84,5a
(0% 0,9 12,6 3,5 5,4 6,2

1 Medias con distintas letras en la misma columna son estadisticamente diferentes

(P<0,0001)

Cuadro 2. Desaparicion in situ de 1a materia seca del fruto cuajilote en tres estados de madurez
a diferentes periodos de incubacion ruminal.

Estado de Periodo de incubacion ruminal

madurez 4 8 12 24 36 48 72
h

Maduro 21,8at 24,9a 27,6a 33,3a 36,8a 39,0a 41,3a

Verde 2,4c 3,9¢ 5,3¢ 8,6¢ 10,9¢ 12,7b 14,8¢

Chilillo 4,5b 7,2b 9,7b 15,7b 20,1b 23,3b 27,4b

(Y% 3,3 4,3 4,6 3,8 2,6 1,6 1,5

¥ Medias con distintas letras en la misma

(P<0,0001).

las caracteristicas de la bolsas de nylon utilizada y
las caracteristicas fisico-quimicas del fruto evaluado
(Van Soest, 1982). En comparacion a otros forrajes
como pastos introducidos en la region tropical, la MS
del fruto cuajilote es de reducida disponibilidad a
nivel ruminal (Reyes, 2003; Ramirez, 2004).

En el Cuadro 3 se muestran los tipos de materia
seca que presentan los estados de madurez de este
fruto tropical obtenido mediante el analisis iterativo
del paquete Neway (McDonald, 1981). La MS soluble
fue diferente (P<0,05) entre los estados de madurez.
El fruto maduro (17,8) e inclusive el fruto chilillo (2,7)
presentaron mayor cantidad de este tipo de MS que
el fruto verde con 1,5. Esta variable corresponde a la
MS perdida o solubilizada durante el lavado y esta
compuesta por compuestos nitrogenados (aminas,
amidas y bases nitrogenadas) y por componentes de
la pared celular como la pectina (Van Soest, 1982).
La MS soluble es importante a nivel ruminal ya que

columna son estadisticamente diferentes

representa el primer aporte de nitrogeno y energia
para asegurar el inicio de la actividad degradativa por
parte de los microorganismos ruminales.

La proporcion de MS degradable (29,3) en el fruto
maduro fue casi el doble que la encontrada en los frutos
verdes (15,7), aunque esta por debajo de lo reportado
en forrajeras tropicales colectadas en la misma region,
como el insurgente con 33,6% (Reyes, 2003) 6 el
pasto estrella de Africa con 40,5% (Rodriguez, 2003).
En relacion a las hojas de arboles multipropésito, la
cantidad de MS que puede degradarse de este fruto
es considerablemente inferior, en comparaciéon con
plantas como la Leucaena leucocephala que mostro
un 65% de MS degradable (Garcia-Castillo, 1997).
La MS indegradable corresponde a la cantidad de
materia seca que no se degrada aunque transcurra
mas 72 horas en el rumen. Se encontraron diferencias
(P<0,05) entre estados de madurez, pero las altas
proporciones de este tipo de MS indican baja calidad
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ya que afecta la digestibilidad ruminal de la MS
(Garcia-Castillo, 1995).

Lavelocidad y el tiempo de inicio de la degradacion
de la materia seca degradable contenida en los estados
de madurez del fruto cuajilote se muestra en el Cuadro
4. El valor de cero indica que la MS degradable del
fruto maduro se empieza a degradar inmediatamente
al llegar al rumen (Sinh et al., 1989) y que el fruto
chilillo y el fruto verde necesitan que transcurran
una hora y media para que se inicie la degradacion
por parte de los microorganismos ruminales. Este
resultado podria indicar que las caracteristicas de la
composicion quimica de los estados de madurez del
cuajilote (Cuadro 1) afectan la tasa de hidratacion o
el grado de las interacciones fisico-quimicas entre
las bacterias ruminales y la estructura fisica del fruto
(Sing et al., 1989).

Por otra parte, la velocidad (%/h) a la que se
degrada la MS degradable es diferente (P<0,001);
los frutos chilillo y verde mostraron sélo diferencia
numérica en la velocidad de degradacion, pero tienen
una velocidad de digestion mas lenta que el fruto

maduro. La tasa de digestion de la MS degradable
de este fruto tropical es mucho mas lenta que la de
forrajes de alta calidad como el heno de alfalfa (20
%/h) o del 10 %/hen las hojas del guaje, Leucaena
leucocephala (Garcia-Castillo, 1997).

La degradabilidad potencial y efectiva de la MS
del fruto cuajilote en tres estados de madurez se
presentan en el Cuadro 5. La MS potencialmente
digestible (MSPD) se refiere a la maxima cantidad
de MS que esta disponible para la digestion ruminal
y representa la suma de la MS soluble mas la MS
degradable. Se encontr6 que esta variable es diferente
(P<0,001) entre los estados de madurez. Se aprecia
que el fruto maduro muestra la cantidad mas alta de
MSPD (42,9%), mientras que la menor cantidad se
presenta en el fruto verde (17,2%) e intermedia en el
fruto chilillo (32,0%). Este fruto mostré valores bajos
de MSDP comparado a otros forrajes como el pasto
bermuda (Ramirez, 2004). La importancia de esta
variable radica en su alta relacion (*=0,99; P<0,01)
con la degradabilidad efectiva de la MS.

Cuadro 3. Tipos de materia seca contenida en el fruto cuajilote.

Proporcion de la materia seca

Estado de madurez

Soluble Degradable Indegradable
%
Maduro 14,6a T 29,3a 56,1c
Verde 1,5¢ 15,7¢ 82,8a
Chilillo 7,3b 25,2b 67,5b
CV 5,6 4.8 1,4

tMedias con letras distintas en la misma columna diferentes (P<0,0001)..

Cuadro 4. Inicio y velocidad de degradacion de la materia seca degradable

contenida en el fruto cuajilote.

Estado de madurez

Inicio de la degradacion

Velocidad de degradacion

h
Maduro 0,0bt
Verde 1,8a
Chilillo 1,6a
(0% 4.8

%/h
0,04a
0,03b
0,03b

17,0

tMedias con letras distintas en la misma columna diferentes (P<0,0001).
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Cuadro 5. Digestibilidad potencial y degradabilidad efectiva de la materia seca del fruto

cuajilote.
Estado de Digestibilidad Degradabilidad efectivai
madurez potencial 5 8
% %/h

Maduro 42 .9at 34,5a 29,1a 26,4a
Verde 17,2¢ 10,2¢ 6,5¢ 4.9c
Chilillo 32,0b 18,8b 12,0b 9,1b
CvV 3,1 2,8 32

tMedias con letras distintas en la misma columna diferentes (P<0,0001).
1 Tasa de pasaje ruminal. 2, 5 y 8 son representativas de consumo bajo, mediano y elevado,

respectivamente (ARC, 1984).

Se puede apreciar (Cuadro 5) que la DEMS del
fruto maduro es mayor (P<0,001) que la de los frutos
verdes y chilillo. La degradabilidad efectiva de la
MS es una variable ajustada que indica cual es la
degradacion real de la MS cuando se considera otros
aspectos como inicio y velocidad de degradacion de
la MS, digestibilidad potencial y principalmente, la
tasa de pasaje ruminal de solidos (Singh et al., 1989).

Con relaciéon a otras gramineas, la DEMS
encontrada en este fruto es menor a la de pastos
tropicales como el estrella de Africa (Rodriguez,
2003), el insurgente (Reyes, 2003) y el bermuda
(Ramirez, 2004). Con relacion a leguminosas como el
heno de alfalfa (Garcia-Castillo, 1997) y de arbustos
como el palo verde (Neira, 1994), la cantidad de MS
que efectivamente se degradada es atin menor.

Asi, las caracteristicas propias de este fruto
(composicion quimica, inicio y velocidad de
degradacion, digestibilidad potencial, entre otras)
tienen un efecto marcado en la cantidad de MS
que puede estar disponible para el rumiante que se
alimente de este fruto, encontrandose de manera
general que la materia seca de este fruto muestra
menor disponibilidad ruminal comparada a otros
forrajes tropicales, siendo dificil explicar la elevada
avidez de consumo que presenta el ganado que
pastorea libremente.

CONCLUSIONES

De acuerdo a las condiciones en las que se
desarroll6 este experimento se concluye lo siguiente:

A nivel ruminal, la MS degradable del fruto
maduro es mayor que la del fruto verde o en chilillos,
la cual se empieza a degradar mas pronto y a una
velocidad de degradacion mayor. No obstante, la
elevada proporcion de MS indegradable en este fruto
indica que es de baja calidad nutricional.

La digestibilidad potencial de MS de este fruto
es 20% mas elevada en el fruto maduro que en el
fruto verde, pero en ambos estados de madurez la
degradabilidad efectiva es aproximadamente el 30%
de la digestibilidad potencial.

De manera general, los resultados encontrados
indican que la disponibilidad ruminal de la MS de
este fruto es baja y no resulta una fuente de sustitucion
para otros forrajes tropicales como los zacates.
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RESUMEN

Se llevd a cabo un experimento para evaluar, mediante el andlisis de componentes principales (ACP) y de
clasificacion automatica (ACA), las variaciones de la composicion quimica e indicadores de valor nutritivo en
el follaje de diecinueve accesiones de Leucaena leucocephala Lam. de Wit establecidas en Matanzas, Cuba. Se
determino la composicion bromatologica, los niveles de metabolitos secundarios y la degradabilidad ruminal in
situ de laMS, PC y FDN. Mediante el ACP se detectd una variabilidad discreta para los primeros tres componentes
(48,87%). Los indicadores que explicaron mejor las variaciones entre las accesiones fueron los niveles de MS,
PC, PV, FDN, FDA, FC, LDA, celulosa, Ca, cenizas, taninos condensados (TC) y degradabilidad de la MS. Sin
embargo, la concentracion de P, K, polifenoles totales, taninos precipitantes, fitatos, mimosina y la degradabilidad
ruminal de la PC y FDN no constituyeron variables fidedignas para comparar las accesiones evaluadas en las
condiciones experimentales. Mediante el ACA se identificaron cinco grupos con caracteristicas distintivas entre
si. Aunque todas las accesiones presentaron buena composicion quimica y valor nutritivo las accesiones de
mejores resultados fueron CIAT-9438, CIAT-8069, CIAT-7985, CIAT-9119, CIAT-9993, CIAT-7929 y CIAT-937.
Solamente los TC constituyen metabolitos secundarios con importancia comparativa.

Palabras clave: Leucaena leucocephala, forraje, composicion quimica, valor nutritivo, metabolitos secundarios,
taninos.

Evaluation of nineteen accessions of Leucaena leucocephala
based in the nutritive quality of forage

ABSTRACT

An experiment was carried out in order to evaluate, using the main components (ACP) and automatic classification
analysis (ACA), the chemical composition and nutritional value variations of nineteen accessions of Leucaena
leucocephala Lam. de Wit foliage in Matanzas, Cuba. Bromatological composition, secondary metabolites level
and in situ ruminal degradabilidad (DM, CP and NDF) were determined. A discreet variability for the first three
components (48,87 %) were detected. The DM, CP, TP, NDF, ADF, CF, ADL, cellulose, Ca, ashes and condensed
tannins (CT) levels and DM ruminal degradability explained the variability among the evaluate accessions.
However, under experimental conditions the P, K, total polyphenols, precipitant tannins, phytates and mimosine
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concentration, and CP and NDF ruminal degradability constitute marginal variables to compare the accessions.
Using the ACA in dependence of the nutritional profile five groups with distinctive characteristic to each other
were identified. The studied accessions differ fundamentally for their proximal composition and the CIAT-9438,
CIAT-8069, CIAT-7985, CIAT-9119, CIAT-9993, CIAT-7929 y CIAT-937 accessions showed the best results.
Only the CT constitutes the group of secondary metabolites with comparative importance.

Key words: Leucaena leucocephala, forage, chemical composition, nutritive value, secondary metabolites

tannins, taninos

INTRODUCCION

Leucaena leucocephala (Lam.) de Wit constituye
la leguminosa de mejores resultados como arborea de
pastoreo-ramoneo en el tropico Latinoamericano, y
en numerosas investigaciones se ha demostrado que
constituye una forrajera excelente para mejorar la
alimentacion animal en bancos de proteina, sistemas
asociados con gramineas e intercalada con cultivos
temporales (Clavero, 1998). Asimismo, su biomasa ha
sido ampliamente utilizada como fuente suplementaria
en pequeiios y grandes rumiantes, y también en
animales monogastricos por presentar aceptable
composicion quimica en términos de proteina y
minerales (Simoén, 1998). En la segunda mitad del
siglo XX se han llevado a cabo investigaciones,
en todos los campos de las ciencias agricolas, para
caracterizarla en diversas condiciones edafoclimaticas
(Clavero, 1998).

Enlaactualidad secomercializanalgunoscultivares
de la especie tales como el Cunningham, CNIA-250 y
Peru, los cuales han demostrado marcada superioridad
en los sistemas silvopastoriles. No obstante, también
se han producido y seleccionado muchas accesiones,
ecotipos e hibridos con amplio margen de adaptacion
y buena produccion de biomasa, de los cuales algunos
no han sido evaluados agronémicamente (Machado,
2006).

En Venezuela se han desarrollado varias
investigaciones para determinar, dentro de una
gran cantidad de accesiones introducidas, cuales
presentan mejor valor nutritivo (Razz et al., 1992,
Farias, 1996), nimero de nodulos activos (Razz et
al., 1995), adaptabilidad, selectividad por animales y
resistencia al insecto psilido (Davila y Urbano, 1996;
Espinoza et al., 2003) y comportamiento durante la
fase de establecimiento (Guevara y Guenni, 2004).
Sin embargo, los trabajos encaminados a caracterizar
la composicion quimica y las potencialidades
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nutricionales de estas accesiones han sido puntuales
y no se han podido establecer criterios integrales para
caracterizarlas. Investigaciones llevadas a cabo en
especies de leucaena se ha informado que tres afios
de evaluacion resulta el tiempo minimo necesario
para establecer criterios solidos sobre las principales
caracteristicas quimica y de valor nutritivo en el
género, dado la elevada variabilidad inter e intra
especifica que existe (Stewart y Dunsdon, 1998).

Por otra parte, segun Hidalgo (2003) los métodos
multivariados constituyen herramientas importantes
para evaluar colecciones de especies vegetales,
taxonémicamente relacionadas entre si con potencial
agropecuario, los cuales aportan informaciones
medulares para dilucidar las caracteristicas de
poblaciones completas o las particularidades de
individuos aislados; prescindiendo de los métodos
estadisticos tradicionales los cuales resultan
engorrosos cuando se utilizan en las evaluaciones
muchos casos y variables (Olivera y Machado, 2004;
Machado, 2006).

Considerando lo  anteriormente  planteado,
el objetivo de esta investigacion fue -clasificar
diecinueve accesiones de L. leucocephala, basado en
las variaciones de la composicion quimica y algunos
indicadores de valor nutritivo del follaje, utilizando
el analisis de componente principales (ACP) y de
clasificacion automatica (ACA).

MATERIALES Y METODOS

La investigacion se realizd en la Estacion
Experimental de Pastos y Forrajes “Indio Hatuey”,
perteneciente al municipio de Perico, provincia de
Matanzas, Cuba, ubicada geograficamente a los 20°
50’ Ny 79° 32’ O, con una altitud de 19,9 msnm.

En el area experimental, el clima se
caracteriza por presentar dos periodos anuales bien
definidos; uno lluvioso (mayo-octubre) y otro poco
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lluvioso de noviembre a abril para una precipitacion
promedio anual de 1.200 mm. La temperatura media
es de 23,1°C, con una humedad relativa entre 60 y
70% durante el dia y de 80-90% en la noche. En el
Cuadro 1 se muestran algunos de los indicadores
climatologicos mas importantes durante el periodo
experimental.

El experimento se llevo a cabo sobre un suelo
de topografia plana y clasificado como ferralitico
rojo lixiviado (tipo Humico Nodular Ferruginoso
Hidratado) de rapida desecacion, arcilloso y profundo
(Hernandez, 1999). La fertilidad natural del suelo
en el cual se sembraron las accesiones evaluadas se
considera buena, el pH es ligeramente 4cido a neutro
(6,4 a 7,0), con contenido de bajo a moderado de
materia organica (1,65 a 2,76%) y de mediana a alta
concentracion de nitrégeno total (Hernandez, 1999).

Las accesiones de L. leucocephala fueron
sembradas en julio de 1996, ocupando un area
experimental de 0,75 ha. Se sembraron a una distancia
de 6 x 3 mentre surcos y entre plantas respectivamente,
en cinco parcelas simples distribuidas al azar con
cuatro plantas de cada accesion por parcela. Después
del afio de establecimiento, a la plantacion se le
realiz6 un corte de homogenizacién a 1,5 m de altura,
para posteriormente someterla a un régimen de cortes
continuos cada 90 dias a la misma altura. En el area
no se realizaron aplicaciones de riego, fertilizantes ni
de herbicidas.

Se evaluaron diecinueve accesiones de L.
leucocephalapertenecientes al banco de germoplasma
de la Estacion. Estas accesiones fueron: CIAT-751,
CIAT-871, CIAT-932, CIAT-937, CIAT-7384, CIAT-
7884, CIAT-7929, CIAT-7985, CIAT-7988, CIAT-

8069, CIAT-8815, CIAT-9119, CIAT-9383, CIAT-9411,
CIAT-9438, CIAT-9441, CIAT- 9442, CIAT-9993 y
CIAT-17480.

Se evaluo la calidad de la biomasa por un periodo
de tres anos consecutivos (2000-2003), en los dos
periodos representativos de Cuba. Los muestreos
se realizaron en enero y julio para el periodo poco
lluvioso y lluvioso, respectivamente. Las muestras
de biomasa comestible de 90 dias de edad (800 g
de hojas y tallos tiernos con diametros inferiores a
5 mm) fueron recolectadas seis veces durante el
periodo evaluado. El material vegetal de cada planta
se procesd de forma independiente, cada muestra
de follaje constituyd una réplica. Para evitar la
variabilidad, inducida por la metodologia de colecta,
siempre se tom6 material vegetal de la region media,
apical y basal de los arboles evitando los rebrotes
mas jovenes, segun lo recomendado por Stewart y
Dunsdon (1998). Cada lote de biomasa se llevd de
forma inmediata al laboratorio y fueron secados por
cinco dias a temperatura ambiente en ausencia de
luz. Posteriormente se molieron hasta un tamafio de
particula de 1 mm y se colocaron en frascos ambar
de vidrio hermético hasta el momento del analisis
(tiempo maximo de almacenamiento 25 dias).

La determinacion de todas las variables se realizo
por triplicado, los contenidos de materia seca (MS),
proteina cruda (PC), proteina verdadera (PV), fibra
detergente neutro (FDN), fibra detergente acido
(FDA), fibra cruda (FC), lignina detergente acido
(LDA), celulosa, calcio (Ca), fosforo (P), potasio (K)
y cenizas se determinaron mediante las metodologias
clasicas de analisis propuestas por la AOAC (1990).

Cuadro 1. Condiciones climatologicas prevalecientes durante el periodo
experimentalf.
. Afio

Indicador 2000 2001 2002
Precipitacion acumulada (mm) 1.054,50 1.664,50 1.293,20
Temperatura media (°C) 23,67 23,60 21,60
Humedad relativa (%) 81,60 81,40 81,18
Evaporacién (mm) 5,30 5,07 5,09

1 Datos obtenidos de la Estacion Meteoroldgica “Indio Hatuey”, Matanzas, Cuba.
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La cuantificacion de los polifenoles totales (FT)
se llevd a cabo mediante la reduccion del acido
fosfomolibdico en presencia de carbonato de calcio
y formacion de compuestos coloreados con absorcion
intensa entre los 600 y 780 nm (Makkar, 2003), los
taninos precipitantes (TPP) con el uso de proteina
estandarizada (Makkar et al., 1988) y los taninos
condensados (TC) basado en el ensayo del nbutanol
en medio clorhidrico (Porter et al., 1986). Para la
extraccion y determinacion del foésforo fitico (P
fitico) se empled el protocolo con hierro mediante
modificacionesrealizadasal método original propuesto
por Early y Turk (1944). Los contenidos de mimosina
se cuantificaron en el material fresco segun la técnica
tradicional propuesta por Matsumoto y Sherman
(1951) con lectura en el espectro ultravioleta.

En la estimacion de la degradabilidad in sifu se
empleo el tiempo de incubacion de 48 h, evaluando
cinco muestras por accesion. El experimento se
llevo a cabo en periodos continuos de 15 dias (siete
de adaptacion al consumo de cada accesion y ocho
de mediciones). Las pruebas se realizaron en el
siguiente orden: CIAT-7384, CIAT-7884, CIAT-
7929, CIAT-7985, CIAT-9441, CIAT-17480, CIAT-
7988, CIAT-8069, CIAT-8815, CIAT-9442, CIAT-
9993, CIAT-9411, CIAT-751, CIAT-871, CIAT-9119,
CIAT-9383, CIAT-932, CIAT-937 y CIAT-9438. La
degradabilidad de cada indicador se estim6 mediante
el procedimiento de las bolsas de nylon en rumen
(Mehrez y Orskov, 1977), empleando dos bolsas (50
W) por cada muestra y tres repeticiones, para un total
de treinta incubaciones por accesion.

Aproximadamente 2,8 g de biomasa comestible
fueron incubados en el rumen de tres ovinos Criollos
(39,2 +4,23 kg de peso vivo) con canula permanente
los cuales, antes de la incubacién de cada tratamiento,
fueron adaptados a consumir el forraje de las arboreas
por una semana, como suplemento de una dieta basal
formada por heno ad libitum (Cynodon nlemfluensis),
concentrado comercial (170 g/anim/d) y agua a
voluntad. El consumo promedio de cada accesion
durante el periodo de adaptacion a la dieta fue de:
124, 112, 165, 178, 94, 148, 170, 104, 195, 98, 193,
102, 162, 172, 184, 183, 148, 155, 182 g MS/anim/d
con relacion al orden de las accesiones ensayadas en
la prueba con animales.

Se empled un disefio totalmente aleatorizado
con cinco réplicas, donde las accesiones evaluadas
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constituyeron los tratamientos. Para el procesamiento
de la informacion se utilizé el paquete estadistico
SPSS version 10.0 para Windows® (Visauta, 1998).
Para llevar a cabo el ACP se utiliz6 la opcion “Data
Reduction” para la obtencion de las relaciones entre
las variables (Philippeau, 1986). La agrupacion de
las accesiones, en dependencia de sus caracteristicas,
se realizd usando el ACA, a partir de la distancia
euclidiana como criterio cuantitativo mediante el
método de Ward.

RESULTADOS Y DISCUSION

Relacion entre las variables nutricionales

En el Cuadro 2 se muestran los resultados
obtenidos en el ACP para las variables cuantificadas.
La varianza total extraida mediante el analisis
fue discreta (48,9%) si se compara con la elevada
variabilidad como resultado del ACP informada por
Garcia et al. (2006a,b), Gomez et al. (2006) y Machado
(2006) en investigaciones donde se evaluaron las
caracteristicas nutricionales de variedades de morera
(Morus alba), especies del género Albizia e indicadores
morfoestructurales de leguminosas y gramineas,
respectivamente. En dichos estudios, las notables
diferencias entre las accesiones, trajo consigo un
elevado rango de variacion expresado en la varianza
total de los componentes formados, debido a que se
estudiaron accesiones con caracteristicas genotipicas
y fenotipicas diferenciadas. Al respecto, Hidalgo
(2003) informo la factibilidad de utilizar el porcentaje
de varianza extraida, como indicador estadistico
importante, para dilucidar con precision cuales de las
variables medidas resultan ser las mas importantes
para caracterizar especies o variedades en ensayos
con recursos fitogenéticos.

En esta investigacion donde se estudiaron
solamente accesiones de L. leucocephala CIAT,
quizas la poca varianza acumulada extraida en los tres
primeros componentes, comparado con resultados
de otras investigaciones, sugiere caracteristicas
genotipicas similares entre las accesiones, expresadas
en las variables quimicas mas representativas del
metabolismo de la especie.

El primer componente (CP 1) extrajo el 22,3% de
la variabilidad total y las variables que explicaron
mejor la varianza fueron la fracciéon nitrogenada
(PC, PV), la fibrosa (FDN, FDA, FC, LDA, celulosa)
y los contenidos de Ca y cenizas. Este resultado
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Cuadro 2. Resultados del ACP y relacion entre variables nutricionales en
diecinueve accesiones de L. leucocephala.

Variables Componente Principal
1 2 3

Materia seca 0,12 0,21 0,97
Proteina cruda -0,94 0,33 -0,02
Proteina verdadera -0,93 0,34 -0,01
Fibra detergente neutro 0,57 0,76 -0,09
Fibra detergente acido 0,63 0,66 -0,18
Fibra cruda 0,67 0,68 -0,13
Lignina detergente acido 0,63 0,66 -0,18
Celulosa 0,57 0,76 -0,09
Calcio 0,46 -0,27 -0,03
Fosforo 0,16 -0,21 -0,04
Potasio -0,30 0,35 -0,13
Cenizas 0,53 0,18 0,16
Polifenoles totales 0,14 -0,33 0,35
Taninos precipitantes 0,21 0,25 -0,02
Taninos condensados 0,24 -0,30 0,58
Fosforo fitico 0,07 -0,27 -0,06
Mimosina -0,11 -0,01 0,17
DMS+ 0,16 -0,44 0,19
DPCi -0,01 0,19 0,09
DFDNS§ -0,10 -0,27 0,15
Valor propio (1) 4,45 3,68 1,64
Varianza (%) 22,25 18,41 8,21
Varianza acumulada (%) 22,25 40,66 48,87

+ DMS: degradabilidad de la materia seca a las 48 h
1 DPC: degradabilidad de la proteina cruda a las 48 h
§ DFDN: degradabilidad de la fibra detergente neutro a las 48 h

enfatiza la mayor importancia de estas variables
como indicadores bromatolégicos comparativos
entre las accesiones. Asimismo, ninguno de los
metabolitos secundarios mas representativos en el
género Leucaena, se encontro relacionado en la CP 1.
Aspecto que pone de manifiesto la poca relevancia de
estos compuestos, en la caracterizacion fitoquimica
de las accesiones de L. leucocephala CIAT evaluadas
en las condiciones edafoclimaticas descritas en esta
investigacion.

Con respecto a la interrelacion entre las variables,
la fraccion nitrogenada y la fibrosa se relacionaron
negativamente; cuestion de gran significacion
nutricional, ya que los follajes mas proteicos, en
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sentido general, presentaron menor cantidad de pared
celular. Dichos resultados describen la factibilidad
de usar estos forrajes en la alimentacion no solo de
rumiantes, sino también de algunos monogastricos
que requieren elevados niveles de proteinas y baja
proporcion de fibra en la racion (Garcia ef al., 2005).

Desde el punto de vista biosintético la relacion

fuertemente inversa entre los coeficientes que
caracterizaron los contenidos de proteinas y la fraccion
fibrosa, pudiera describir el antagonismo clasico
que existe en la formacion de proteina foliar y los
compuestos mayoritarios de la pared celular (celulosa,

hemicelulosa y lignina), aspecto que también ha sido
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descrito en el follaje de otras especies en el proceso de
envejecimiento de la biomasa (Pineda, 2004).

Los niveles de Ca y cenizas se relacionaron de
forma positiva entre si. Este resultado enfatiza que
en las accesiones evaluadas este macroelemento es
mayoritario y forma parte considerable del total de
minerales presentes, ain cuando en otras especies
y variedades de leucaena de uso intensivo para la
alimentacion animal los niveles de Ca son superiores
a los cuantificados en estas accesiones.

La débil relacion de los niveles de P, Ca y K con
el contenido de P fitico en los componentes formados
no refleja la correspondencia existente entre la
cantidad de P total y P fitico informado en numerosos
ingredientes (cereales y oleaginosas) empleados
para la alimentacion animal (Godoy et al., 2005).
Esto puede deberse a que las moléculas exaciclicas
de fitatos presentes en las accesiones se encuentran
en proporciones muy bajas, en comparacion con
los niveles de fitatos encontrados en las semillas de
gramineas y leguminosas y que tengan estructuras
heterogéneas donde no se cumple la relacion
estequiométrica (6 atomos de carbono/6 atomos de P).
De igual manera, se encuentran en forma acidica sin
enlazar proporciones considerables de cationes o estan
ligados directamente a las proteinas, aminoacidos o
carbohidratos (Garrett ef al., 2004; Godoy y Chicco,
2005).

El segundo componente (CP 2) extrajo el 18,4%
de la varianza total y las variables con mayor
relacion en este eje fueron los compuestos de la
pared celular y la degradabilidad in situ de la MS.
Dichos resultados enfatizan que la estratificacion de
las accesiones, en cuanto a las diferencias nutritivas
mayoritarias descritas en el CP 2, se basa en los
contenidos de carbohidratos insolubles, la lignina y
la degradabilidad de las MS, como indicador de valor
nutritivo representativo.

La fraccion fibrosa se relaciond de forma inversa
con la degradabilidad de la MS. Es ampliamente
conocida la incidencia negativa de los compuestos de
la pared celular, fundamentalmente los polifenoles
derivados de la lignina, en la degradacion de los
forrajes. Al respecto, Razz et al. (2004), comparando
ladegradacionde laMS de L. leucocephala 'y Panicum
maximum y Garcia et al. (2006a,b), estudiando la
biomasa de algunas especies representativas de los
géneros Albizia, Cassia 'y Pithecellobium, informaron
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una mayor degradabilidad inicial y efectiva de los
forrajes con menores proporciones de compuestos
lignocelulésicos.

El tercer componente (CP 3) explico el 8,2% de la
variabilidad y en su formacién contribuyd solamente
el contenido de MS y los niveles de TC, relacionados
positivamente entre si. Estos resultados demuestran
quelasaccesiones mas suculentas presentaron menores
concentraciones de TC, aspecto beneficioso desde
el enfoque nutricional (Makkar, 2003). Al respecto,
Espinoza et al. (2003) al evaluar puntualmente la
concentracion de TC en cinco ecotipos de leucaena,
incluyendo la CIAT-9438 estudiada en esta
investigacion, encontraron diferencias significativas a
favor de ésta'y la CIAT-17467 respecto al resto (CIAT-
7984, CIAT-9443, CIAT-17492). Esta cuantificacion
presentd un rango de variacion apreciable, ademas
que en dicho estudio se emple6 un método de
cuantificacion para TC ampliamente criticado en la
literatura (Vainillina/HCI) que ocasiona, en muchos
casos, interpretaciones nutricionales erroneas cuando
los forrajes contienen metadifenoles (flavonoides) no
asociados a taninos (Price et al., 1978; Makkar, 2003;
Garcia y Medina, 2005). No obstante, los resultados
obtenidos en ambos estudios describen que el nivel
de TC constituye la variable antinutricional mas
fehaciente para comparar las accesiones evaluadas de
la linea CIAT.

Adicionalmente, Farias (1996) al determinar el
contenido de mimosina en diez accesiones de leucaena,
incluyendo la CIAT-7985 objeto de este estudio,
informo una baja variabilidad en las concentraciones
inter-accesiones, aspecto corroborado en esta
investigacion; considerando que la concentracion de
mimosina no se encontrd relacionada en ninguno de
los ejes que agruparon la mayor variacion.

Desde el punto de vista integral, en ninguno de los
tres componentes formados se observé un nexo fuerte
de los compuestos polifendlicos (FT, TPP, TC), los
fitatos y lamimosina con la degradabilidad in situ de la
MS,PCyFDN. Estodemuestraquelapocavariabilidad
entre los niveles de metabolitos secundarios presentes
en las accesiones y las concentraciones relativamente
bajas, no ocasionaron variaciones sustanciales en la
degradacion de las fracciones nutritivas (MS, PC,
FDN) y que ninguno de estas variables diferencian
las accesiones cuantitativamente.



Garcia et al.

Evaluacion de diecinueve accesiones de Leucaena ...

Aunque los TC se encontraron relacionados
en el CP 3, como unico factor de variabilidad del
metabolismo secundario entre las accesiones, en
algunos estudios realizados con especies forrajeras
se ha demostrado que cuando los TC presentan poca
capacidad para precipitar proteinas (TPP), no causan
dafios en el sistema digestivo de los animales (Makkar
et al., 1988; Makkar et al., 1991). Este aspecto pudo
haber influido en los resultados de valor nutritivo,
teniendo en cuenta que la relacion TPP/TC en las
accesiones fue intermedia (0,58+0,09). En el caso de
las accesiones evaluadas, quizas las concentraciones
relativamente intermedias de TC y la poca cantidad
de polifenoles con capacidad de precipitacion
constituyeron los aspectos esenciales por el cual no se
afectd cuantiosamente la degradabilidad ruminal en
ninguno de los casos.

Distribucion grupal de acuerdo al perfil nutritivo

Considerando los resultados obtenidos en el
ACA, en el Cuadro 3 se muestra la agrupacion de
los accesiones en dependencia de sus caracteristicas
nutricionales. Las accesiones se dividieron en cinco
grupos con caracteristicas diferenciadas entre si. El
grupo | estuvo integrado por las accesiones CIAT-
9383, CIAT-8815, CIAT-9442, CIAT-751, CIAT-9441
y CIAT-17480. Estas se distinguieron del resto por
presentar concentraciones intermedias de proteinas y
fibra, pero considerables niveles de P y FT y mayor
DPC.

El grupo 11, conformado por las accesiones CIAT-
871, CIAT-7884, CIAT-932, CIAT-7988 y CIAT-9411,
se caracterizd por presentar elevada proporcion de
Ca, cenizas y mayor DMS.

El grupo III estuvo integrado por las accesiones
CIAT-9438, CIAT-8069 y CIAT-7985. Esta agrupacion
presento la composicion nutricional mas sobresaliente

con elevados contenidos de MS y DPC, considerando
el rango de variabilidad de los indicadores medidos
en todos los casos.

El grupo I'V lo conformaron las accesiones CIAT-
9119, CIAT-9993, CIAT-7929 y CIAT-937. Estas,
aunque exhibieron un comportamiento similar a las
del grupo III, se destacaron por su mayor contenido
de TC, fraccion proteica y DMS.

El grupo V, integrado por la accesion CIAT-
7384, se caracterizd por presentar mas compuestos
proteicos, pero mayor fraccion fibrosa que el resto.

En el Cuadro 4 se muestra la media grupal de las
accesiones en cuanto a sus principales caracteristicas
quimicas y de degradacion. En sentido general, las
accesiones de los grupos III y IV presentaron mejor
composicion nutricional que las pertenecientes a los
grupos I, Iy V. Considerando la contribucion positiva
a la formacion de los grupos, las accesiones CIAT-
9438, CIAT-8069, CIAT-7985, CIAT-9119, CIAT-
9993, CIAT-7929 y CIAT-937 presentaron los mejores
resultados en cuanto a la composicién quimica y el
perfil de degradacion ruminal.

Las accesiones CIAT-9383, CIAT-8815, CIAT-
9442, CIAT-751, CIAT-9441, CIAT-17480, CIAT-
871, CIAT-7884, CIAT-932, CIAT-7988 y CIAT-9411
presentaron composicion nutricional promedio, desde
el punto de vista comparativo; mientras que la CIAT-
7384 exhibio integralmente los peores resultados, aun
cuando present6 elevada concentracion de proteinas.

No obstante, en todos los casos las diferencias
quimicas encontradas, probablemente se encuentran
relacionadas con las caracteristicas particulares del
metabolismo primario y secundario de cada accesion,
cuya causa son las modulaciones del genotipo en su
interaccion con el ambiente (Pineda, 2004); ya que
todas se encontraban establecidas en las mismas

Cuadro 3 Distribucion de accesiones de L. leucocephala segun sus caracteristicas nutritivas a

partir del ACA.
Grupo Accesion
I CIAT-9383, CIAT-8815, CIAT-9442, CIAT-751, CIAT-9441, CIAT-17480
I CIAT-871, CIAT-7884, CIAT-932, CTAT-7988, CIAT-9411
I CIAT-9438, CIAT-8069, CIAT-7985
v CIAT-9119, CIAT-9993, CIAT-7929, CIAT-937
A% CIAT-7384
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Cuadro 4. Media grupal de las variables medidas en el follaje de diecinueve accesiones

de L. leucocephala.

Grupo

Variable 1 II 111 v \Y Media
Materia seca 20,63 23,06 26,03 21,80 21,60 22,62
Proteina cruda 25,51 2345 26,67 2889 2727 26,36
Proteina verdadera 18,38 16,32 19,53 22,18 20,14 19,31
Fibra detergente neutro 45,03 45,89 4286 45,16 49,37 45,66
Fibra detergente acido 36,22 27,68 34,53 35,62 37,36 34728
Fibra cruda 1820 19,36 16,21 1840 22,17 18,87
Lignina detergente acido 9,49 10,95 7,80 8,89 13,76 10,18
Celulosa 10,09 10,95 792 10,23 1443 10,72
Calcio 1,91 2,25 1,95 1,70 1,74 1,91
Fésforo 0,23 0,20 0,20 0,16 0,19 0,20
Potasio 2,16 2,21 2,21 1,96 2,50 2,21
Cenizas 7,78 8,62 7,74 6,36 8,77 7,85
Polifenoles totales 3,64 2,98 3,33 2,94 3,32 3,24
Taninos precipitantes 2,56 2,68 2,71 2,62 2,94 2,70
Taninos condendados 4,55 4,38 4,35 4,79 4,37 4,49
Fésforo fitico 0,04 0,04 0,04 0,04 0,03 0,04
Mimosina 3,04 3,07 3,04 3,04 3,10 3,06
DMS+ 60,18 6023 59,23 60,18 54,85 58,93
DPC 58,82 57,76 57,37 5882 57,48 58,05
DFDN 4343 4272 43,51 4343 42,82 43,18
Contribucion positiva (%) 60 55 75 65 30

+ DMS, DPC y DFDN: Definidas en Cuadro 2.

condiciones experimentales y fueron sometidas al
mismo manejo agrondmico; factores que no pudieron
influir en los resultados numéricos.

Aln cuando las accesiones estudiadas se
diferenciaron en términos de la composicion quimica,
el follaje de todas puede utilizarse como fuente
suplementaria de proteinas y otros nutrimentos en la

alimentacion animal.
CONCLUSIONES

Todas las accesiones evaluadas de L. leucocephala
presentan aceptable composicion nutricional para
ser usadas como alimento suplementario, aunque
se pueden diferenciar fundamentalmente en los
contenidos de proteina, fraccion fibrosa, Ca, cenizas,
y como variables secundarias la degradabilidad
ruminal de la MS y los niveles de TC. No obstante,
las accesiones de mejor composicion nutritiva son
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la CIAT-9438, CIAT-8069, CIAT-7985, CIAT-9119,
CIAT-9993, CIAT-7929 y CIAT-937. Entre las
accesiones evaluadas los niveles de P, K, FT, TPP,
mimosina y degradabilidad de la PC y FDN no
presentaron variaciones apreciables, por lo que no
constituyen variables relevantes para comparar las
accesiones en las condiciones descritas.
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y de hematologia y glicemia en hamsters (Mesocricetus
auratus) alojados a diferentes niveles de intensidad de luz
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RESUMEN

El objetivo de este trabajo fue comparar el peso y la talla que alcanzan los hamsters, evaluar algunos parametros
reproductivos (nimero de crias nacidas, destetadas por camada y el periodo entre parto) y comparar los valores
de algunos parametros hematologicos (hematologia, hematocrito, cuenta blanca y contaje diferencial) y glicemia,
con la finalidad de observar su respuesta a distintos niveles de intensidad de luz. Este ensayo se realizo en el
Bioterio de la Universidad de Los Andes con hamsters (Mesocricetus auratus) del nicleo de fundacion de la
colonia. Se usaron animales recién nacidos, procedentes de parejas alojadas en los diferentes niveles de un
estante de produccién, con intensidades de luz que variaron desde 180 hasta 50 lux de manera decreciente desde
el primer nivel superior hasta el ultimo nivel. Los resultados presentan diferencias estadisticamente significativas
(P< 0,05) entre los valores promedios presentados por los grupos de animales alojados a diferentes niveles de
intensidad de luz, en relacion: al peso alcanzado a las 14 semanas de edad por hembras y machos, a los parametros
reproductivos: numero de crias nacidas y destetadas por camada y al periodo entre partos. También, en relacion
al peso de los testiculos y glandulas sexuales accesorias de los machos, al peso de los ovarios y los cuernos
uterinos de las hembras, e igualmente en relacion a la cuenta leucocitaria y diferencial, tanto en hembras como
en los machos. No se observaron diferencias en relacion a la talla en las hembras y machos, ni con respecto
a los valores hematoldgicos para la hemoglobina, el hematocrito y la glicemia. Es importante hacer notar que
los valores reportados por la bibliografia como valores normales difieren de los encontrados en la experiencia
realizada, los valores encontrados no esta influenciado por la intensidad de luz ya que el mismo no presenta
diferencias significativas entre grupos, conllevando a pensar en que éste valor es propio de las condiciones de
produccion del Bioterio de la Universidad de Los Andes. Este ensayo permite ofrecer a los investigadores del pais
datos y valores que pueden ser considerados como punto de referencia para sus experimentos.

Palabras clave: Hamsters, intenvidad de la luz, parametros reproductivos, valores hematologicos, bioterio.

Comparison of growth, reproductive parameters, and hematology and glicemy
on hamsters (Mesocricetus auratus) hosed at different levels of light intensity

ABSTRACT

An experiment was carried out in the laboratory animal quarters of the University of Los Andes on hamsters
(Mesocricetus auratus) with the objective to evaluate the influence of different levels of light intensity on growth
(weight and size), some reproductive parameters (the total number of offspring; the number of offspring removed
from their mother’s care; the period between pregnancies and the weight of the reproductive organs), hematology
(hemoglobine, hematocrite, leukocyte count and differential counter), and blood glucose. The tests were applied
to newborn offspring, coming from parents who had been exposed to different levels of light, according to their
position in multileveled reproductive cages, vertically organized, whose light exposure decreased from top to
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bottom. The light intensity ranged from 180 to 50 lux. The results indicated significant differences (P<0,05)
in animals of 14 weeks regarding weight of female and male, the total number of offspring, and the number of
offspring removed from their mother’s care. Also, the period between pregnancies and the weight of the gonads
and accessory sexual glands in both female and male hamsters and the leukocyte and differential count reported
significant differences. It was not observed a significant effect in the size of male and female, or the hematological
parameters: hemoglobin, hematocrite and glucose blood. With respect to the values of glucose and hemoglobin
found in the literature, these are different in relation to those in this work. This experiment is useful to improve
hamster breeding in laboratory animal quarters conditions and offer guidance to other users.

Keywords: hamster, light intensity, reproductive parameters, values of hematological, laboratory animal quarter.

INTRODUCCION

En los bioterios se producen los animales que
van a ser usados en la investigacion biomédica y
farmacéutica (Sinkora et al., 2007; Balvach et al.,
2007; Ferland et al., 2007), de ahi la importancia
del manejo adecuado de su produccion. Los factores
ambientales que existen dentro de los bioterios, en
conjunto, hacen el “clima” en el cual los animales de
laboratorio se producen y son mantenidos.

Los animales de uso mas comun en la investigacion
son los roedores (Grosse et al., 2007, Meyer et al.,
2007; Kuure et al., 2007), los cuales son de habitos
nocturnos, por lo que la iluminacién es un factor
ambiental quetiene graninfluenciasobrelafisiologiade
los animales. La actividad ritmica de muchas especies
se encuentra influenciada de dos maneras por la luz;
en primer lugar, el cambio ciclico en la intensidad de
la luz puede actuar sincronizando el tiempo endégeno
del sistema circadiano, de manera que el organismo es
apropiadamente ajustado al periodo ambiental de 24
horas (Brainard et al, 1986; Cherry, 1987; Scheving
et al., 1994; Nasello et al., 2002; Roizen et al., 2007).
En segundo lugar, la luz puede inhibir directamente o
promover cualquier actividad fisioldgica en el animal,
por lo tanto, se puede decir que las variaciones de la
iluminaciéon pueden modificar un nimero de ritmos
fisiologicos y tales modificaciones van a depender de
la pigmentacion del animal, del tiempo de exposicion,
de la edad, del sexo y de la linea del animal (Brainard
et al., 1989; Smolensky y D'Alonzo, 1993; Canal-
Corretger et al., 2001; Mcquade y Stanford, 2001;
Liljander et al., 2006).

En los ambientes de los bioterios, a pesar de
encontrarse estandarizadas las condiciones de
mantenimiento con respecto a la luz, las variaciones
correspondientes a €sta no se logran eliminar por
completo, pudiéndose observar que existe variacion
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en la intensidad de la luz a lo largo de un estante
de produccion (De Jests y Quintero, 2001). En
condiciones de intensidad de la luz recomendada,
350-400 lux para los cuartos de los animales (Home
Office, 1989), puede existir una variacion de 80 veces
entre las cajas ubicadas en los niveles mas bajos en
relacionalascajas delosniveles superiores y entre cajas
ubicadas en el mismo nivel puede variar tanto como
20 veces (Weihe et al., 1969; Mudler, 1971; Clough
y Donnelly, 1984). En relacion a la iluminacion, De
Jesus y Quintero (2001) determinaron que la variacion
de esta a lo largo de un estante se encontraba entre un
rango de 230 a 30 lux.

El presente trabajo tiene como objetivo estudiar
diferentes parametros fisiologicos que pueden ser
afectados por la intensidad de la luz, en una colonia
de produccion de hamsters en el bioterio de la
Universidad de Los Andes.

MATERIALES Y METODOS

El estudio se realizo en el bioterio de la Universidad
de Los Andes en Mérida, Venezuela. Se usé un total
de 128 crias nacidas de parejas de hamsters ubicadas
en un estante de produccion a diferentes niveles: 1,80
2,10 2,40 y 2,70 m de distancia del grupo de cuatro
lamparas fluorescentes (110 V, 50 Hz) cada uno,
proporcionando una intensidad de luz de 180, 100, 80
y 50 lux en los niveles dos a cinco, respectivamente.

Losanimales fueron criados bajo barreray alojados
en cajas T3 (22,5 x 39 x 14,5 cm) de policarbonato,
en una temperatura ambiental de 20 + 2°C, con una
humedad relativa promedio de 75%, con ciclos de 12
h luz: 12 h oscuridad (controlado con temporizador).
Los hamsters se alimentaron con ratarina comercial
(Protinal), tratada con temperatura de 120°C por 3
min y suministrada ad libitum, al igual que el agua
(esterilizada a 120°C/20 min).
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Las parejas reproductoras se ubicaron en cada
uno de los niveles propuestos para el desarrollo del
estudio y a la semana de nacidas las crias (8 crias por
pareja; 32 animales por nivel), se les comenzo a pesar
y a medir. A los 21 dias fueron destetadas, sexadas
y colocadas en un nimero de 4 animales por caja y
ubicadas en el mismo nivel donde se encontraban los
reproductores. El pesaje fue realizado en una balanza
electronica (Acculab), con sensibilidad de 0,01 gy
la talla medida con regla milimetrada, desde la punta
de la nariz hasta la punta de la cola.

Las variables medidas la producciéon fueron:
periodo entre partos, crias nacidas por parto y crias
destetadas por parto, cuyos valores se extrajeron de
los registros de la colonia. A los tres meses y medio
(14 semanas) de nacidos, los animales del ensayo se
seleccionaron 15 hembras y 15 machos por nivel, a
los cuales se les tomd muestras de sangre mediante
via cardiaca previo sacrificio en camara con exceso
de eter dietilico para realizar las pruebas sanguineas:
hematologia, hematocrito, cuenta leucocitaria, cuenta
diferencial y glicemia. Ademas, se realizd la necropsia
para extraer los organos sexuales y las glandulas
sexuales accesorias y realizar el pesaje, para lo cual
se usd una balanza (Modelo AND-HR 200), con
precision 0,0001 g.

Los resultados obtenidos se analizaron
estadisticamente mediante un ANAVA y laprueba tde
Student, utilizando el software estadistico Statistics
Analysis System (SAS) version 8.2 bajo ambiente
UNIX (SAS, 1998).

RESULTADOS Y DISCUSION

Los datos obtenidos semanalmente para observar
el comportamiento del peso y la talla de los hamsters
(n=32) por nivel fueron promediados semanalmente
observandose una continua ganancia de peso. El
promedio del peso logrado a las 14 semanas por los
machos y las hembras es presentado en el Cuadro 1.
El analisis estadistico realizado indico diferencias
estadisticamente significativas (P<0,05) para los
pesos alcanzados a las 14 semanas, tanto para los
machos como para las hembras, a las diferentes
intensidades deluz. Estas diferencias estadisticamente
significativas se observaron entre los grupos de los
diferentes niveles, pero no dentro de los grupos por
nivel, indicando que posiblemente la intensidad de luz
puede afectar la ganancia de peso en los hamsters.

Existen muchos trabajos que hacen referencia
a la influencia de los periodos de luz (fotoperiodos)
en el desarrollo de los animales de laboratorio; sin
embargo, es muy escasa la informacion que hace
referencia a la posible influencia que pueden ejercer
diferentes intensidades de luz a las que los animales
se ven sometidas diariamente sobre el crecimiento.
Existen, sin embargo, autores que reportan que este
pardmetro tiene influencia sobre todos los procesos
fisiologicos y de conducta de los animales (Scheving
et al., 1994; Smolensky y D'Alonzo, 1993; Nasello et
al., 2002).

De acuerdo a los resultados observados se hace
evidente que existe una influencia de este factor
ambiental (intensidad de la luz) sobre el peso de los

Cuadro 1. Peso promedio (Ee) de los hamsters hembras y machos a las 14 semanas

después del nacimiento.

Peso Talla
Nivel Macho Hembra Macho Hembra
lux g cm
180 130 (0,20)a 130 (0,22)a 15,1 14,8
100 128 (0,21)b 125 (0,24)b 15,2 15,4
80 123 (0,20)c 120 (0,30)c 15.4 15,3
50 120 (0,23)d 110 (0,20)d 15,5 15,7

abed By ]a misma columna, medias con letras diferentes indican diferencias significativas
(P<0,05). Sin letras indica ausencia de diferencias significativas
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hamsters, tanto machos como hembras, lo que pudiese
estar directamente influenciado por la condicion
hormonal, que segtin varios autores esta condicionada
por la intensidad de la luz (Walter y Jiménez, 1984;
Canal-Corretger et al., 2001; Nasello et al., 2002). Se
descarta que el mayor peso obtenido en los animales
alojados a altos niveles de iluminacion se deba a un
mayor consumo de alimento, ya que no se observaron
diferencias con respecto al consumo de los animales
alojados a bajas intensidades. El promedio de
consumo de alimento para todos los animales fue de
aproximadamente 12 g/anim/d.

Los resultados obtenidos en las medidas de las
tallas de los hamsters, tanto hembras como machos,
alojados a las diferentes intensidades de luz no
presentarondiferenciasestadisticamente significativas
(P>0,05).

En relacion a los parametros reproductivos, en el
Cuadro 2 se presentan los datos obtenidos respecto
al nimero de crias nacidas y destetadas por camada,
donde se observa que ambos parametros se vieron
afectados directamente por la intensidad de la luz,
al registrarse que las hembras produjeron un mayor

numero de animales por camada en intensidades de
180 y 100 lux, en comparacion a las hembras alojadas
a las intensidades de 80 y 50 lux. Estos resultados
pudiesen estar relacionados con el mayor desarrollo
corporal que presentan las hembras alojadas en estas
intensidades de luz, de acuerdo a los resultados
obtenidos en la ganancia del peso de las hembras.
De igual manera, la cantidad de animales que se
destetan es superior en las camadas cuyas madres se
encuentran alojadas en el nivel superior de luz.

Se puede observar también en el Cuadro 2,
que el menor periodo entre partos lo presentan las
hembras alojadas en las mayores intensidades de
luz. Diferentes autores reportan el efecto que tiene
el fotoperiodo en los eventos reproductivos de los
animales de laboratorio (Darrow et al., 1980; Bellhorn,
1980; Cherry, 1987). Sin embargo, pocos reportan la
influencia en los parametros zootécnicos estudiados
(De Jestis y Quintero, 2001).

Esdepensarqueexisteinfluenciadelasintensidades
de la luz sobre los pardmetros zootécnicos ya que la
luz tiene influencia sobre los niveles de hormonas
reproductivas en las hembras y en los ciclos estrales de

Cuadro 2. Parametros reproductivos de las parejas reproductoras alojadas
a diferentes intensidades de luz. Error estandar entre paréntesis.

Nivel Crias nacidas Crias Periodo entre
por camada destetadas por parto
camada

Tux N° semana
180 7,6 (0,31)at 7,6 (0,29)a 7,3 (0,31)b
100 7,3 (0.34)a 6,3 (0,26)b 7,3 (0,28)b
80 6,3 (0,26)b 6,3 (0,30)b 9,9 (0,26)a
50 6,0 (0,29)b 5,4 (0,26)c 9,5 (0,27)a

TMedias en Ia misma columna, con letras distintas son diferentes

(P<0,05).

Cuadro 3. Peso de organos sexuales y glandulas sexuales accesorias de hembras y machos de
hamsters dorados alojados a diferentes intensidades de luz a las 14 semanas de edad.

Nivel Ovarios Cuernos uterinos Testiculos Prostata +
vesicula seminal

lux g

180 1,814 (0,15)at 2,379 (0,18)a 2,168 (0,20)a 2,156 (0,30)a

100 1,722 (0,20)b 2,357 (0,15)a 2,283 (0,17)b 2,123 (0,34)b

80 1,520 (0,18)c 1,433 (0,20)b 1,867 (0,21)c 0,138 (0,27)c

50 1,562 (0,21)c 1,032 (0,20)c 1,698 (0,18)d 0,119 (0,35)d

1 Medias en la misma columna, con letras distintas son diferentes (P<0,05).
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diferentes cepas de ratones y de hamsters (Donnelly
y Saibaba, 1993; van Haaster et al., 1993; Moffatt-
Blue et al., 2006).

Otro factor que esta influenciado por la luz es el
peso de los 6rganos y especificamente de las gonadas
y las glandulas sexuales accesorias y su posible
regresion por la influencia de prolongados periodos
de oscuridad (Darrow et al., 1980; Brainard et al.,
1986; Cherry, 1987; van Haaster et al., 1993; Maitra
y Ray, 2000).

En relacion al peso de los d6rganos sexuales se
puede observar en el Cuadro 3, que el promedio del
peso encontrado tanto para las gonadas (ovarios y
testiculos), al igual que para las glandulas accesorias
sexuales, tanto de las hembras (cuernos uterinos) como
en los machos (prostata y vesicula seminal), presentan
diferencias estadisticamente significativas (P<0,05),
en los animales alojados a diferentes intensidades de
luz, por lo que se puede pensar que esta caracteristica
fisioldgica esta afectada por este factor ambiental,
como es reportado por Virend y Lamber (1971).

A

Figura 1. Organos reproductores: testiculos (A) y
cuernos uterinos mas ovarios (B), de hamster
alojados a diferentes intensidades de luz.
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En la Figura 1 se puede observar como varia el
tamafio de los testiculos a diferentes intensidades de
luz; también se puede observar como varia el tamafio
de los cuernos uterinos y los ovarios en las hembras.
Claramente se observa que el tamafio disminuye
cuando los animales se encuentran alojados a las
intensidades de luz de 80 y 50 lux.

Estos resultados presentan relacion con la cantidad
de crias nacidas por hembra, que fue mayor en nimero
en las hembras alojadas a intensidades de luz de 180
a 100 lux en comparacion con las alojadas a 80 a 50
lux, ya que los organos reproductivos se observan
menos desarrollados en los animales alojados en las
intensidades de luz menores.

En relacion a los parametros sanguineos para los
machos (Cuadro 4), como glucosa, hematocrito y
hemoglobina no se observaron diferencias estadisticas
(P>0,05), ni entre o inter-grupo, por lo que se deduce
que en este género, los valores sanguineos estudiados,
no son afectados por la intensidad de la luz.

La intensidad de la luz afect6 (P<0,05) en las
hembras los valores de hematocrito, hemoglobina,
cuenta leucocitaria y contaje diferencial (Cuadro 5).
En el caso del hematocrito, la diferencia se observa
entre tratamientos, pero se hace dificil proponer
que esto ocurra como consecencia de la intensidad
de luz, al observar similitud en los resultados para
las intensidades de luz de 180 y 50 lux; aunque haya
diferencia en los valores intermedios. Se presenta,
entonces, la probabilidad de replantear el disefio
experimental para poder determinar claramente lo
que ocurre con este parametro.

En relacion a los valores hallados para la
hemoglobina, la cuenta leucocitaria y el contaje
diferencial se observa una diferencia significativa
en todos los niveles. Los valores para la cuenta
leucocitaria, al igual que el contaje diferencial, tanto
para las hembras como para los machos, parecieran
encontrarse  influenciados por las diferentes
intensidades de luz ya que presentan diferencias
estadisticamente significativas en el ANAVA realizado
(P<0,05), con rango de desviacion estandar (1,8 - 2,5),
para los animales alojados a diferentes intensidades
de la luz.

Los wvalores promedios hallados tanto para
hembras como para los machos fueron cotejados con
los reportados como normales por Van Zutphen et al.
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Cuadro 4. Valores de las medias aritméticas de los parametros hematoldgicos y la glicemia de los
machos hamsters, alojados a diferentes intensidades de luz.

Nivel Glucosa Hto Hb Cuenta Contaje diferencial
leucocitaria Neut / Linf/ Eosi

lux mg/100 mL % g/100 mL x100/mm’

180 10,30 46,0 15,45 5.898at 11,5/88,5/0a

100 10,65 45,5 14,95 7.410b 9,0/91/0b

80 10,20 45,5 14,75 8.445¢ 9,0/91/0b

50 10,60 46,5 15,50 6.800d 9,5/92/ 0b

tMedias con letras distintas en la columna son diferentes (P<0,05).

Cuadro 5. Valores promedios de pardmetros hematoldgicos y de la glicemia de las hembras
hamsters, alojados a diferentes intensidades de luz.

Nivel Glucosa Hto Hb Cuenta Contaje diferencial
leucocitaria (Neut / Linf / Eosi)

lux mg/100 mL % g/100 mL x100/mm?

180 10,15 44a 14,65at 6.263a 10,5/89,5/0 a

100 10,80 43b 14,25a 6.305b 12,5/91,0/0 b

80 10,70 42c 14,35a 6.220c 9,0/91,0/0 ¢

50 10,45 44a 13,70b 7.960d 6,5/93,5/0 d

tMedias con letras distintas en la columna son diferentes (P<0,05).

(1999). Con respecto a los valores del hematocrito, los
reportados como normales se encuentran en un rango
de 36%-40% y para las muestras de este ensayo se
encontraron en un rango de 42 a 46%, siendo estos
valores mayores a lo reportado. En relacion a los
valores para la glicemia, los promedios reportados
como normales se encuentran en un rango de 15 a
60 mg/100 mL y los promedios de las muestras se
encontraron en un rango de 10,1 a 10,8 mg/100 mL.
Estos valores no presentaron diferencias significativas
entre la poblacion estudiada, ni entre tratamientos, por
lo que no pareciera verse afectados por la intensidad
de la luz; por tanto se proponen como promedios
estandar para las condiciones de produccion del
bioterio de la ULA.

Los resultados obtenidos en la experiencia
realizada en el bioterio de la ULA, permiten plantear
que existen diferencias en la ganancia de peso y
en talla de los animales dadas por las diferentes
intensidades de luz. Igualmente, se pudo observar
un comportamiento reportado por otros autores de la
influencia de la luz sobre el desarrollo de los 6rganos
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reproductores lo cual se puede relacionar con los
valores de los parametros zootécnicos medidos. Los
resultados permitieron obtener valores estandar para
la glicemia y la hematologia propios de la produccion
que pueden servir como patron a los investigadores

como parte de sus
La experiencia nos

que utilicen estos parametros
resultados experimentales.
permite, igualmente, mejorar las condiciones de las
parejas reproductoras que se mantienen en el bioterio
para cubrir la demanda de la investigacion en la

region.
CONCLUSIONES

1. El factor ambiental iluminacion afecto el
peso de los machos y las hembras hamsters, a
diferentes intensidades.

2. El nimero de crias nacidas y destetadas por
camada, asi como el periodo entre partos
son parametros reproductivos que estan

influenciados por la intensidad de la luz.
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3. En el ensayo se comprobo que la intensidad
de la luz tiene influencia sobre el peso de
las glandulas sexuales accesorias tanto de
hembras como de machos.

4. El ensayo permite suponer que los parametros
hematologicos como cuenta leucocitaria
y porcentaje de neutréfilos, en el contaje
diferencial son afectados por la intensidad de
la luz.

5. Se proponen como promedios estandar para
las condiciones de produccion del bioterio de
la ULA, valores del hematocrito en el rango
42 a 46% y para los valores promedios para
la glicemia en el rango de 10,1 a 10,8 mg/100
mL.
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RESUMEN

El objetivo del presente estudio fue evaluar la viabilidad morfoldgica post vitrificacion de embriones murinos
(Mus musculus), de dos estadios de desarrollo (moérula y blastocito), obtenidos in vivo de hembras superovuladas,
para lo cual se utilizaron los siguientes criterios: blastomeras morfolégicamente intactas, zona pelicida integra
y re—expansion del blastocele. Quinientos setenta y dos embriones murinos de excelente calidad se vitrificaron
a través de la técnica pajuela estirada abierta modificada, utilizando una solucion de equilibracion (25% de
etilenglicol, 25% de glicerol) en tres pasos. No hubo diferencia significativa (P>0,05), entre la tasa de recuperacion
para morulas (92,6%) y blastocitos (93,7%). Sin embargo, se obtuvo diferencia (P<0,05) para la viabilidad
morfologica post vitrificacién, siendo mayor el nimero de blastocitos con apariencia morfoldgica normal
(93,3%) comparado con el numero de morulas (87,5%). Se observaron seis tipos de anormalidades morfologicas:
pérdida de la esfericidad, ausencia parcial de zona pelucida, fractura de zona pelicida, presencia de blastomeras
extruidas, degeneracion parcial de la masa celular y degeneracion total de las blastomeras. A su vez, se evidencio
diferencia en la aparicion de dafio embrionario post vitrificacion, solamente 6,7% de los blastocitos versus 12,5%
de las morulas presentaron dafio. Estos resultados representan la primera aplicacion en Venezuela de la técnica de
vitrificacion en embriones mamiferos, sugiriendo que los blastocitos toleran con mayor eficiencia la vitrificacion
que las morulas, ya que presentaron una tasa superior de viabilidad morfoldgica y una menor frecuencia de
anormalidades morfologicas que las moérulas.

Palabras clave: embrion, murinos, vitrificacion.

Vitrification effect on the morphological viability of murine embryos (Mus musculus)

ABSTRACT

The objective of present study was to evaluate the morphological viability post vitrification of murine embryos
(Mus musculus) of two stages (morulae and blastocyst), obtained in vivo from superovulated female, following
this criterion: morphologically intact blastomeres, intact zona pellucida, and re-expanding of the blastocele. Five
hundred seventy two murine embryos of excellent quality were vitrified through the modified open pulled straw
procedure, using an equilibrated solution (25% of ethylene glycol, 25% of glycerol) in three steps. There were
not significant differences (P>0.05), between recovery rates for morula (92.6%) and blastocyst stage (93.7%).
Nevertheless, we observed differences (P<0.05) for post vitrification morphological viability, being higher the
number of blastocysts with normal morphological appearance (93.3%) compared to the number of morulae
(87.5%). Six types of morphological abnormalities were observed: loss of spherical shape, partial absence and
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fracture of the zona pellucida, presence of extruded blastomeres, partial degeneration of the cellular mass, and

total degeneration of blastomeres. Also differences in post vitrification damage were observed; only 6.7% of the
blastocysts versus 12.5% of morulae had damage. These results represent the first experience of the vitrification
technique in mammal embryos in Venezuela, suggesting that blastocysts tolerate the vitrification process more
than morulae, because a higher viability and lower frequency of morphological abnormalities than morulae.

Keywords: embryo, murine, vitrification.

INTRODUCCION

La produccion de embriones, tanto in vivo
como in vitro, es una técnica biotecnologica de
suma importancia que nos permite maximizar la
descendencia de una hembra donadora élite. Uno
de los posibles destinos para estos embriones es la
criopreservacion, el cual es un procedimiento que
nos permite mantener a temperaturas bajo cero por
tiempo indefinido este material bioldgico, para ser
utilizado en el momento mas oportuno. El método de
criopreservacion por vitrificacion forma parte de los
procedimientos no equilibrados, ya que las células no
estan en equilibrio con las altas concentraciones de
crioprotectores permeables y no permeables antes de
un enfriamiento rapido, constituyendo el desarrollo y
laaplicacion de la vitrificacion, una alternativa factible
para la criopreservacion de embriones (Dobrinsky,
2002).

La vitrificacion es un método de criopreservacion
extremadamente rapido, en el cual los embriones
son incluidos en una solucién altamente concentrada
de crioprotectores, solidificindose durante el
enfriamiento sin la formacion de cristales de hielo. El
fendmeno requiere de tasas rapidas de enfriamiento,
lograndose en condiciones practicas, mediante la
inmersion directa en nitrogeno liquido, representando
una velocidad de enfriamiento de aproximadamente
2.500°C/min, y demorandose asi, pocos segundos
en criopreservarse. La solucion no se cristaliza,
se vitrifica, es decir, aumenta abruptamente su
viscosidad y se transforma a un estado sélido no
estructurado similar al vidrio, de donde el método
toma su denominacion, conservando la distribucion
normal tanto molecular como i6nica del estado liquido
(Shaw y Jones, 2003; Silva y Berland, 2004).

La mayoria de las investigaciones y aplicaciones
de la criopreservacion de embriones es realizada
principalmente en tres especies: murina, bovina
y humana (Rall, 1992). Una voluminosa cantidad
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de investigaciones basicas y aplicadas sobre los
mecanismos criobiologicos han sido realizadas
sobre embriones de raton (Prather y First, 1988;
Rall, 1992), siendo dichas investigaciones ejecutadas
como técnicas de rutina en bioterios o extrapolables
a distintas especies de animales domésticos, en las
cuales los roedores son utilizados como modelo animal
experimental. Existen dos factores que favorecen
el desarrollo de investigaciones de criobiologia en
los roedores de laboratorio, como son los costos
y el abastecimiento de los embriones. Los costos
tanto de mantenimiento, como de los tratamientos
hormonales son considerablemente inferiores en
animales de laboratorio que en especies domésticas;
a su vez, el abastecimiento de embriones, es decir,
el nimero de embriones colectados por hembra es
significativamente superior (Prather y First, 1988).

Todos los estadios preimplantacionales de
embriones murinos pueden ser exitosamente
criopreservados (Leibo et al., 1996). Sin embargo,
el estadio de desarrollo de los embriones antes de la
criopreservacion influye significativamente sobre su
viabilidad (Lopez-Béjar y Lopez-Gatius, 2002). El
conocimiento del estadio de desarrollo mas resistente
a la vitrificacion permitiria seleccionarlo como el
ideal para ser sometido a la criopreservacion. Por tal
motivo, el objetivo del presente estudio fue evaluar la
viabilidad morfoldgica del embridn post vitrificacion,
de dos estadios de desarrollo (moérula y blastocito) de
embriones murinos, determinando de esta manera la
resistencia al proceso de criopreservacion.

MATERIALES Y METODOS

Se escogieron ratones hembra virgenes (Mus
musculus) de lacepa NIH, con unrango de edad entre 6
a8 semanas, y ratones macho delamismacepa, conuna
edad promedio de 8 semanas, a los cuales previamente
se les comprobd su fertilidad. Las hembras fueron
sometidas a un protocolo de superovulacion y colecta
de embriones, denominando dia cero al inicio del
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tratamiento hormonal, indistintamente de la fase del
ciclo estral de la donadora, ya que no existe diferencia
significativa en cuanto al numero de embriones
colectados en las diferentes fases del ciclo estral
(Mufioz et al., 1992). El protocolo superovulatorio se
inicié con la administracion de una dosis de 10 Ul
de gonadotropina coridnica equina (eCG; Folligon®,
Intervet), por via intraperitoneal entre las 14:00 y
16:00 h. Cuarenta y ocho horas después se aplicé una
dosis de 10 UI de gonadotropina coriénica humana
(hCG; Pregnyl®, Organon), por via intraperitoneal,
colocando las hembras inmediatamente en contacto
con machos enteros en relacion 1:1. Dieciocho horas
después se visualizo la presencia del tapon vaginal
como indicador positivo de monta, siendo solo estas
hembras las que fueron posteriormente colectadas el
dia seis entre las 08:00 y 10:00 h. Para efectos de este
trabajo experimental, se escogieron de dichas colectas
solo los embriones de calidad excelente y congelable.
La primera clasificacion fue hecha siguiendo los
pardmetros descritos por Lidner y Wright (1983),
quienes clasifican los embriones excelentes como
embriones simétricos, esféricos, con células de
tamafio, color y textura uniforme. La segunda
clasificacion se basé en los parametros de Butler y
Biggers (1989) quienes sefialaron que los embriones
congelables son aquellos en los que el estadio de
desarrollo se corresponde con el estadio esperado al
momento de la colecta, tomando en cuenta las horas
transcurridas después de la fertilizacion.

Un total de 572 embriones murinos colectados,
de excelente calidad y congelable, fueron sometidos
al proceso de vitrificacion, de los cuales la mitad
presentaba el estadio de moérula (n = 286) y la mitad
restante el estadio de blastocito (n = 286).

Durante la fase de equilibracion (exposicion a
los crioprotectores) los embriones fueron sometidos
a tres concentraciones de mezcla crioprotectora,
incrementando gradualmente la concentracion de
los crioprotectores de la siguiente manera: paso I:
10% glicerol (v/v, Sigma) durante 5 min, paso 2: 10%
glicerol mas 20% etilenglicol (v/v, Sigma) durante 5
min y paso 3: 25% glicerol mas 25% etilenglicol (v/v,
Sigma) durante 30 seg. Los embriones, de acuerdo a su
estadio de desarrollo, se aspiraron en pajuelas mOPS
(pajuela plastica de 0,25 puL sometida a calor para ser
reducido su diametro interno aproximadamente a la
mitad, al ser estirada), almacenando en 176 pajuelas
1, 2, 4 6 6 embriones por pajuela y cerciorandose
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que la columna de solucién contentiva del embrion
se ubicara en la porcion mas delgada de la pajuela,
separada por burbujas de aire, de dos columnas de
solucion de vitrificacion, procediendo finalmente a
sellar el extremo abierto con alcohol polivinilico.

Las pajuelas, en la fase de enfriamiento, se
expusieron durante 3 min a vapores de nitrogeno
liquido, antes de ser sumergidas en el material
congelante, durante un tiempo promedio de 4 h.
Durante la fase de calentamiento, la pajuela es
sacada del nitrégeno liquido y mantenida durante
aproximadamente 4 seg a temperatura ambiente e
inmediatamente sumergida en agua, que posee una
temperatura aproximada de 25°C, durante 8 seg. Tan
pronto como la solucion de vitrificacion que contiene
al embrion comienza a tomar una apariencia clara, la
pajuela es removida del agua y secada rapidamente.

Durante la fase de dilucion (remocidén de los
crioprotectores), el contenido de la pajuela se expuso
a tres soluciones con concentraciones decrecientes
de sucrosa (1 0,5 y 0,25 M), manteniendo los
embriones sumergidos por un lapso de 5 min en cada
solucion, tomando en cuenta en este paso la tasa
de recuperacion de embriones, es decir, el nimero
de embriones obtenidos de la pajuela en relacion al
numero de embriones cargados en la misma, previo al
enfriamiento (Silva y Berland, 2004).

Finalmente, luego del proceso de dilucion los
embriones fueron evaluados con un microscopio
invertido a una magnificacion de 200X (Carl Zeiss),
con el objeto de determinar la tasa de sobrevivencia
morfolégica (Edashige et al., 1999; Hochi et al.,
2001), o también denominada tasa de embriones
morfolégicamente viables (Cocero et al., 1996). Dicha
tasa corresponde al nimero de embriones con todas
las blastomeras morfologicamente intactas y la zona
pelucida integra, post vitrificacion, y en el caso de los
blastocitos con re—expansion del blastocele (Mukaida
et al., 1998; 2001), todo esto con base en el nimero
de embriones recuperados post vitrificacion (Otsuka
et al., 2002). Asimismo, se procedié a cuantificar la
presencia de anormalidades morfologicas y los tipos
de dichas anormalidades.

Analisis estadistico

Los datos obtenidos fueron analizados aplicando
estadistica descriptiva, la prueba no paramétrica de
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Kruskal Wallis y la prueba de proporciones con la
ayuda del paquete estadistico SAS (1998).

RESULTADOS Y DISCUSION

La tasa de recuperacion total de embriones post
vitrificacion fue de 93,2% (533/572), perdiéndose solo
el 6,8% (39/572) de los embriones durante el proceso
de enfriamiento, calentamiento y dilucion. Esta tasa
de recuperacion resultd superior a la reportada por
Lazar et al. (2000) y Silva y Berland (2004), quienes
obtuvieron para embriones bovinos producidos in vitro
y vitrificados por la técnica OPS un 92,8% (108/117)
y 83% (83/93), respectivamente, siendo igualmente
superior (80%) a la reportada por Ratto et al. (1998)
para embriones bovinos in vitro y vitrificados por
la técnica tradicional, en pajuelas de 250 pL sin
estirar, y por Zhu et al. (1996) en embriones murinos
vitrificados igualmente por la técnica tradicional
(87%; 786/905).

Sin embargo, la tasa de recuperacidon obtenida
fue similar a la reportada por Miyoshi et al. (1992)
y Mukaida et al. (1998), la cual fue de 93 y 95,3%
respectivamente, para embriones murinos vitrificados
usando la técnica tradicional. En el caso de embriones
bovinos obtenidos in vitro, vitrificados de manera
tradicional, se reporta 95% de tasa de recuperacion
(Yang et al, 1992), y para embriones humanos,
vitrificados por una técnica similar, 97% (Van der
Zwalmen et al., 2002). De igual forma, Moussa et al.
(2005), reportaron, en la especie equina, un mayor
porcentaje de pérdida de embriones (9%), sometidos
a la técnica OPS, al encontrado en este trabajo de
investigacion.

De acuerdo al estadio de desarrollo no existe
diferencia significativa en relacion a la tasa de
recuperacion (P>0,05), siendo ésta de 92,6%
(265/286) para las morulas y 93,7% (268/286) para los
blastocitos, resultados similares a los reportados por
Van der Zwalmen et al. (2002) quienes recuperaron 54
morulas de las 55 vitrificadas (98,1%) y recuperaron
108 blastocitos de los 112 vitrificados (96,4%).

Adicionalmente, no se evidencid diferencia
significativa entre el total de 176 pajuelas vitrificadas
(P>0,05), indicando esto, que la tasa de recuperacion
fue constante y repetible durante todo el ensayo.

Del total de 533 embriones recuperados, 482
presentaron  caracteristicas morfolégicamente
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normales post vitrificacién, representando un
90,4% (482/533), lograndose mantener un alto nivel
de embriones morfolégicamente normales, sin
diferencia significativa (P>0,05) entre las 176 pajuelas
procesadas. La tasa de sobrevivencia morfologica
obtenida resultd superior a la reportada por Lopez-
Béjar y Lopez-Gatius (2000) en conejos, la cual fue
de 79,5% (279/351) luego de ser vitrificados en forma
tradicional, y a la reportada posteriormente para la
misma especie (89,5%; 376/420) inmediatamente
después de ser aplicada la técnica OPS modificada
(Lopez-Béjar y Lopez-Gatius, 2002). De igual
manera, nuestro resultado es superior al resefiado por
Mukaida et al. (2001) quienes reportan 63% (38/60)
de sobrevivencia morfologica en embriones humanos
sometidos a la técnica “cryoloop”, y por tltimo al 86%
(43/50), obtenido en embriones murinos vitrificados
de manera tradicional por Otsuka et al. (2002). Sin
embargo, existen investigaciones que reportan
tasas similares de sobrevivencia morfologica (97%)
en embriones murinos de dos células sometidos a
vitrificacion tradicional (Edashige ef al., 1999).

Conrelacion al estadio de desarrollo y la apariencia
morfologica del embridn post vitrificacion, obtuvimos
que un mayor nimero de embriones (250/268;
93,3%; P<0,05), en estadio de blastocito, conservo la
apariencia morfologica normal, cuando se compard
con los embriones en estadio de morula (232/265;
87,5%; Cuadro 1).

Cocero et al. (1996) reportaron diferencia en la
sobrevivencia morfologica dependiendo del estadio
de desarrollo en embriones ovinos sometidos a
congelacion lenta, siendo este parametro superior
en blastocitos (86,0%; 80/93) y significativamente
inferior en morulas (65,6%; 88/134). Esta diferencia
se corresponde con la obtenida en esta investigacion.

Con relacion a las anormalidades morfologicas
se evidencid en un 9,6% (51/533) del total de
embriones recuperados, siendo la tasa de embriones
morfologicamente normales y anormales, diferente
significativamente (P<0,05).

En este reducido numero de embriones
morfolégicamente  anormales  (51/533)  fueron
identificados, a través de microscopia de luz, seis tipos
de alteraciones morfoldgicas. En este sentido, de los
533 embriones recuperados dos de ellos presentaron
pérdida de la esfericidad (0,3%), es decir, luego del
proceso de criopreservacion, el embrion present6é una
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Cuadro 1. Numero (n) y porcentaje de embriones murinos post vitrificacion
morfoldégicamente viable y no viable de acuerdo a su estadio de desarrollo

Estadio de desarrollo Viables No viables

n % n %
Morulas 232 87,5bt 33 12,5a
Blastocitos 250 93,3a 18 6,7b

T Valores con diferentes letras en la misma columna son estadisticamnete

diferentes (P<0,05).

apariencia aplanada en un eje y una forma ligeramente
cuadrada en el eje perpendicular. Igual nimero de
embriones (2; 0,3%) exhibid ausencia parcial de la
zona pelucida, refiriéndose a aquellos embriones que
perdieron un fragmento de la cubierta glicoproteica.
Sin embargo, fue superior el nimero de embriones
(4; 0,7%) que solamente presentd fractura de zona
pelacida, definiéndose esta anormalidad como la
presencia de una o mas fisuras en la zona pelucida.
Al agrupar los dos distintos dafios de la zona pelacida
se obtuvo el 1% (6/533) de los embriones anormales.
Otra anormalidad morfologica, como es la presencia
de células extruidas, referida a la ubicacién de mas
de dos blastomeras fuera de la masa celular, fue
encontrada en ocho embriones (1,5%). Un 3% de los
embriones recuperados (16/533) mostrd degeneracion
parcial de la masa celular, es decir, presencia del 50%
o menos de las blastdbmeras con citoplasma granular y
membrana plasmatica indistinguibles. Por ultimo, la
presencia de embriones con degeneracion total, en los
cuales mas del 50% de las blastomeras se encontraban
degeneradas, fue la anormalidad mas frecuente (3,5%;
19/533).

El nimero de fracturas de la zona pelicida
encontrado en  nuestra  investigacion  fue
considerablemente inferior al reportado en otras
especies mamiferas por Silva y Berland (2004) para
embriones bovinos obtenidos in vitro y vitrificados
por la técnica OPS (4,8%) y por Moussa et al. (2005)
para embriones equinos sometidos a la misma
técnica (10%). Sin embargo, nuestros resultados con
relacion a la pérdida de zona pelucida son ligeramente
superiores a los reportados para la especie bovina
(0%) por Vajta et al. (1998) y por Lazar et al. (2000), e
inferiores a los obtenidos por Vajta et al. (1997) para la
misma especie (1%), y por Mukaida et al. (1998) para
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embriones murinos de 8 células (1,6%), vitrificados
de forma tradicional.

De acuerdo a la aparicion de dafio embrionario,
dependiendo del estadio de desarrollo entre moérula y
blastocito, este Gltimo estadio presentd la menor tasa
de anormalidades (6,7%; 18/268), resultando inferior
significativamente (P<0,05) a la tasa encontrada para
embriones en estadio de morula (12,5%; 33/265;
Cuadro 1). La presencia de alguno de los seis tipos
de anormalidades no difirio (P>0,05) dependiendo
del estadio de desarrollo (Cuadro 2), pero si fue
encontrada una diferencia numérica favoreciendo a los
embriones en estadio de desarrollo de blastocito con
niveles inferiores o iguales en las seis anormalidades
encontradas, resultado que difiere del reportado por
Van der Zwalmen et al. (2002), quienes obtuvieron
un 25,9% (14/54) de degeneracion parcial, después
del calentamiento, en embriones humanos en estadio
de morula, vitrificados por la técnica tradicional y un
porcentaje mayor (52,7%; 57/108) para el estadio de
desarrollo de blastocito.

Del total de 176 pajuelas vitrificadas, en 131 de
ellas, todos los embriones almacenados presentaron
morfologia normal, representando un 74,4%, siendo
esto significativamente superior (P<0,05) al total
de pajuelas con presencia de al menos un embrion
morfoldégicamente anormal (25,6%).

Igualmente, del total de 176 pajuelas procesadas, la
mitad (n = 88) fue cargada con embriones en estadio
de desarrollo de mérula y la otra mitad fue cargada
con embriones en estadio de blastocito, observandose
que la tasa de embriones morfolégicamente normales
y anormales, por pajuela, entre los estadios de
desarrollo evaluados, no difirié (P>0,05).
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Cuadro 2. Numero (n) y porcentaje de morulas y blastocitos murinos de acuerdo a los tipos de

anormalidades post vitrificacion.

Tipo de anormalidad Morulas Blastocitos P
n % n %
Pérdida de la esfericidad 2 0,7 0 0 nst
Fractura de zona peltcida 2 0,7 2 0,7 ns
Ausencia parcial de zona pelucida 1 0,3 1 0,3 ns
Células extruidas 4 1,5 4 1,4 ns
Parcialmente degenerados 9 34 7 2,6 ns
Degenerados totalmente 15 5,6 4 1,4 ns

T ns: No significativo

La descripcion morfologica, bajo microscopia
de luz, inmediatamente después de la dilucion de
los embriones, nos permite evaluar el proceso de
vitrificacion y a su vez, sirve como un estimador
practico de la viabilidad de los embriones, idea
respaldada por reportes que correlacionan de manera
significativa la presencia de embriones humanos,
parcialmente degenerados, con tasas de re-expansion
in vitro inferiores (43,7%; 369/844), comparadas
con embriones morfologicamente intactos (79%;
1164/1474; Van der Abbeel y Van Steirteghem, 2000).
De igual manera, Riilicke y Autenried (1995) reportan
que la presencia de una anormalidad morfologica
(degeneracion parcial de la masa celular), detectada
inmediatamente después de la criopreservacion
en embriones murinos, permite predecir una baja
tasa de re-expansion in vitro (61,5%; 32/52), al
compararla con embriones en similares condiciones
pero con caracteristicas morfologicas normales
post criopreservacion  (86,4%; 319/369). Igual
comportamiento fue presentado cuando transfirieron
embriones murinos a hembras receptoras, logrando
en un 26,1% (23/88) la culminacion de la gestacion
con embriones parcialmente degenerados, resultado
inferior al logrado con embriones intactos (53,4%;
47/88).

CONCLUSIONES

Los resultados presentados, constituyen las
primeras experiencias de vitrificacion en embriones
murinos a nivel nacional. Se evidenci6 que el mayor
namero y mejor desarrollo celular de los blastocitos
coincidio con un nivel mas elevado de integridad
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morfoldgica, cuando fueron criopreservados; por lo
que el estadio de desarrollo influye significativamente
sobre la viabilidad embrionaria post vitrificacion.
La técnica de criopreservacion por vitrificacion
constituye una alternativa para la preservacion de
embriones, siendo repetible, de facil ejecucion, costo-
eficiente y con requerimientos minimos de insumos.
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Eficacia in vitro del amitraz sobre poblaciones de Boophilus microplus
provenientes de explotaciones lecheras del estado Lara, Venezuela
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RESUMEN

El amitraz es un principio activo ampliamente utilizado en Venezuela para el control de garrapatas en bovinos,
habiéndose detectado fallas en el control de la especie Boophilus microplus. El objetivo de este trabajo fue
determinar la eficacia in vitro del amitraz en B. microplus utilizando cinco concentraciones distintas, incluyendo
la terapéutica (208 ppm). Se utilizaron 240 teleoginas colectadas de cuatro explotaciones lecheras del estado Lara,
en numero de 60 por finca y divididas en grupos de 10 cada uno, con un peso promedio de 220 mg/garrapata. Se
realizé el test de inmersion de adultos a cinco grupos con una preparacion comercial de amitraz (12,5%) a las
concentraciones de 52, 104, 208, 416 y 832 ppm, sumergiéndolas por tres minutos en cada preparacion. El grupo
control fue sumergido en agua. Durante 18 dias se incubaron a una temperatura promedio de 27°C y humedad
relativa de 85%. Posteriormente se peso la masa total de huevos producidos por cada grupo y se incubaron por 21
dias. Se realizo el contaje de larvas emergidas y huevos que no eclosionaron en cada tubo y se estimo el porcentaje
de eclosion para luego calcular la eficiencia reproductiva, eficacia y factor de resistencia. Las cuatro poblaciones
de B. microplus estudiadas resultaron resistentes a amitraz, no encontrandose diferencias significativas entre la
eficacia de la concentracion recomendada por los fabricantes y la de concentraciones superiores de amitraz.

Palabras clave: Boophilus microplus, Venezuela, amitraz, resistencia, eficacia.

In vitro efficacy of amitraz on Boophilus microplus
from dairy farms in Lara state, Venezuela

ABSTRACT

In Venezuela, the acaricide amitraz is widely used to control tick infestations in cattle, and therapeutic failures
in the control of the Boophilus microplus species have been detected. The aim of this work was to determine
the in vitro efficacy of amitraz on B. microplus using five different concentrations, including the manufacturer’s
recommended dosage (208 ppm), through the adult immersion test (Drummond test). A sample of 240 engorged
females was collected from dairy farms in Lara state, (60 ticks/farm), divided in groups of 10 ticks averaging 220
mg/tick. Commercial amitraz formulation (12.5%) was used to prepare the working concentrations of 52, 104,
208,416 and 832 ppm. The control group was submerged in water. Ticks were placed in glass lamina and incubated
at 27°C and 85% R.H for 18 days. The eggs masses were collected, weighted, separated in vials and allowed to
hatch at 85% R.H. and 27° C for 21 days. Both the emerged larvae and eggs were quantified in each tube in order
to determine the reproductive efficiency, efficacy percentage and the resistance factor. The four populations of B.
microplus studied were resistant to amitraz. Statistical significant differences between the effectiveness of highest
concentration of amitraz and that recommended by the manufacturer were not observed.

Keywords: Boophilus microplus, Venezuela, amitraz, resistance, efficacy.
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INTRODUCCION

En los sistemas de produccion ganadera ubicados
en regiones tropicales y subtropicales del mundo, las
afecciones por ectoparasitos son consideradas como
una causa importante de pérdidas en la produccion
debido a dafios como morbilidad y mortalidad de los
animales y altos costos de control (FAO, 2003). Los
antiparasitarios externos se han usado por décadas
para el control de garrapatas y en sus comienzos se
destacaron por su alta efectividad, lo que postergd
la adopcion de otras alternativas (Errecalde et al.,
2003). El manejo inadecuado de estos productos
resultd en el surgimiento de fallas terapéuticas en el
control de Boophilus microplus y con ello el de cepas
resistentes de estos ectoparasitos. La baja eficacia
de los productos utilizados condujo al incremento
en la concentracion y la frecuencia de aplicacion de
acaricidas, dos estrategias que se traducen en una
mayor presion de seleccion y en mayores niveles de
resistencia.

El amitraz es un compuesto quimico perteneciente
a las formamidinas y ha sido usado desde 1960 por
su habilidad de imitar la accion del neurotransmisor
octopamina en los artropodos, causando sobre
estimulacion sinaptica (Goldman et al., 1999). Su
eficaciaradica en la capacidad de inhibir la oviposicion
en las hembras ingurgitadas, interfiriendo en su ciclo
evolutivo (Booth, 1989). Es uno de los principios
activos mas usado como acaricida en los ultimos afios,
lo que ha ocasionado el surgimiento de poblaciones
de B. microplus resistentes. Esta situacion ha sido
reportada por varios autores en diversas partes del
mundo (Kunz y Kemp, 1994; Coronado y Mujica,
1997; Foil et al., 2004; Campos y De Oliveira, 2005;
Pereira, 2006).

Debido a los reportes de fallas terapéuticas de
este principio en varias explotaciones lecheras
del estado Lara, surgio la necesidad de estudiar la
situacion actual de resistencia y como el diagndstico
de la misma podria contribuir al establecimiento de
mejores estrategias que reduzcan los costos de control
de ectoparasitos en el ganado y por ende los costos de
produccion. Como parte de este estudio, el siguiente
trabajo tuvo como objetivo determinar la eficacia
in vitro de diferentes concentraciones de amitraz
sobre adultos de B. microplus provenientes de cuatro
fincas lecheras del estado Lara, Venezuela, y con
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ello determinar si existe resistencia a este principio
activo.

MATERIALES Y METODOS

Poblacion y muestra

El experimento fue realizado en garrapatas, B.
microplus, colectadas en cuatro fincas lecheras: las
fincas 1 y 2 estan ubicadas en Duaca, Municipio
Crespo, Sector los Chispes (10° 15" 13,48 Ny 69° 06
37,63 0), a 935 msnm, con vegetacion de Matorral
y clima continental estacional. La finca 3 se ubica en
Sarare, Municipio Simo6n Planas (9°47" 28,13 Ny 69°
09" 57,71 0), 2297 msnm y la finca 4 esta ubicada en
Manzanita, Municipio Simén Planas, Parroquia Buria
(9° 57" 48,65 N y 68° 58" 32,91” 0O), a 331 msnm.
Las dos ultimas fincas poseen vegetacion intervenida,
areas de bosque y con clima continental estacional,
todas en el estado Lara (Fudeco, 1986). Las muestras
fueron colectadas entre los meses de Octubre a Mayo
cuando existe una mayor incidencia de garrapatas
(Gallardo y Morales, 1999). Se seleccionaron al
azar teleoginas (hembras adultas ingurgitadas) de
B. microplus tomadas directamente de la piel de los
bovinos de las fincas en estudio. Se colocaron en
envases identificados y se llevaron al Laboratorio de
Parasitologia Veterinaria del Decanato de Ciencias
Veterinarias para su procesamiento en las siguientes
24 horas.

Determinacion del peso de 1a masa total de huevos
(PMTH) y porcentaje de eclosion

Se seleccionaron 60 garrapatas por finca, las cuales
fueron colocadas por separado en un colador de acero
inoxidable y se lavaron con agua, luego fueron secadas
con papel absorbente y se pesaron individualmente
en una balanza analitica (peso promedio de 220 mg/
garrapata). Se dividieron en grupos de 10 garrapatas
(Drummond et al., 1973) conformando 6 grupos,
con pesos homogéneos por finca. Se prepararon 30
mL de cada solucioén del amitraz, utilizando la dosis
recomendada internacionalmente de 208 ppm y las
concentraciones de 52, 104, 416 y 832 ppm. Cada
grupo de teleoginas se tratd individualmente, por
una sola vez, utilizando la técnica de inmersion de
adultos descrita por Drummond et al. (1973), donde
se sumergen las garrapatas por 3 minutos en la
solucion del acaricida; el grupo control fue tratado
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con agua. Inmediatamente fueron secadas con papel
absorbente, pesadas individualmente y pegadas
por su parte dorsal sobre cintas de papel adhesivo
en placas de vidrio identificadas con los datos de
grupo, producto utilizado, concentracion, fecha de
tratamiento y procedencia. Se colocaron en una
cabina de incubacion a una temperatura de 27°C y
humedad relativa de 85% por 18 dias. Luego, la masa
total de huevos producidos por cada garrapata se
peso en balanza electronica y se colectd en tubos de
ensayo, al final del periodo de oviposicion (ootoquia).
Los tubos fueron identificados, tapados con algodén y
mantenidos bajo las mismas condiciones de humedad
y temperatura sefialadas anteriormente durante 21
dias. Se estim6 el porcentaje de eclosion cuantificando
los huevos y larvas contenidas en cada tubo con la
ayuda de la lupa estereoscopica, una cépsula de Petri
cuadriculada y un contador manual.

Determinacion de la eficiencia reproductiva (ER),
eficacia y factor de resistencia

Con los datos del peso de cada garrapata, el peso
de la masa de huevos producidos y el porcentaje de
eclosion, se calculd la eficiencia reproductiva (ER),
valor que expresa la capacidad de una teleogina para
transformar su peso corporal en larvas viables. La
ER es un valor necesario para calcular la eficacia del
acaricida. Se utiliz6 la férmula siguiente (Drummond
etal., 1973):

Peso de los huevos

= x %Eclosion
Peso de las garrapatas

La eficacia o porcentaje de control se calculo segin
la formula de Abbot (1925):

ER control — ER ‘cratadoX

100
ER control

Eficacia =

El factor de resistencia se calculd dividiendo la
eficacia esperada (100) entre la eficacia obtenida con
la dosis terapéutica (208 ppm).

Analisis estadistico

Los datos fueron procesados en el paquete
estadistico SPSS para Windows (SPSS, 2002) a los
cuales se aplico un andlisis descriptivo y Prueba C de
Dunnett para varianzas distintas. Las medias fueron
consideradas estadisticamente significativas con un
P<0,01 (Pardo y Ruiz, 2002).
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RESULTADOS Y DISCUSION

En la poblacion de garrapatas de la finca 1 el
PMTH en los grupos tratados con dosis de 416 y 832
ppm fue significativamente menor que en el grupo
control y el grupo tratado con la dosis de 52 ppm
(P<0,01). No se observaron diferencias significativas
entre los grupos tratados a las dosis de 104, 208, 416 y
832 ppm. En la finca 2, el PMTH fue menor en forma
significativa en el grupo tratado con dosis 832 ppm
con respecto al grupo control (P<0,01); mientras que
en la finca 3 los valores fueron significativamente
menores en todos los grupos tratados con respecto al
grupo control (P<0,01). En las fincas 2, 3 y 4 no se
observaron diferencias en el PMTH entre los grupos
tratados con las concentraciones de 52, 104, 208, 416
y 832 ppm (Cuadro 1).

La eficiencia reproductiva fue significativamente
menor en los grupos tratados con dosis de 416 y 832
ppm con respecto al control y al grupo tratado con 52
ppm en la finca 1. En las fincas 2 y 3 se encontraron
diferencias significativas entre todos los grupos
tratados con respecto al grupo control. En la finca
4 no se observaron diferencias significativas en los
grupos (Cuadro 1).

En la finca 1 la media del porcentaje de eficacia
fue significativamente menor en el grupo tratado con
52 ppm con respecto al resto de los grupos tratados
con amitraz (P<0,01), no se observaron diferencias
significativas entre las dosis de 104, 208, 416 y
832 ppm. En la finca 4 se observaron diferencias
significativas entre el grupo tratado con 52 ppm con
respecto a los tratados con 208 y 416 ppm (Cuadro
2).

Lascuatro fincas presentaron factores deresistencia
mayores a 1,1, lo cual es indicativo de resistencia al
acaricida (FAO, 2004). La finca 4 mostro6 un factor de
resistencia alto, en comparacion con las otras fincas
estudiadas (Cuadro 2).

El uso continuo de acaricidas, asi como el
incremento en las dosis recomendadas por los
fabricantes son dos de las principales causas de
seleccion de resistencia (Mekonnen et al., 2002).
En la evaluacion in vitro realizada, el aumento
de la concentracion del amitraz no se tradujo en
variaciones importantes en los parametros evaluados.
El amitraz redujo la ER en los grupos tratados con
respecto al control en tres de las fincas evaluadas; sin
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Cuadro 1. Media del peso de la masa total de huevos (PMTH) y eficiencia reproductiva en B. microplus

tratadas con amitraz.

PMTH Eficiencia Reproductiva
Finca Finca
Tratamiento 1 2 3 4 1 2 3 4
mg %

52 114,07act  72,04b 85,29a  932la  4496ac 36,49a 20,35a 47,52a
104 101,04abc  48,83b 83,76a  77,13a  26,96a 25,45a  11,11a  40,40a
208 80,34abc  42,34b 57,12a  87,64a  24,26a 26,58a 8,39a 48,16a
416 56,98b 54,93b  47,22a  72,35a  14,94b 31,47a 8,03a  32,51a
832 59,40b 34,84a 67,372 70,072  17,85b 16,53a  15,72a  35,80a
Control 124,07¢ 80,13b 144,75b 9443a  51,86¢ 56,43b  52,05b  52,35a
T Medias con letras distintas en la columna son diferentes (P<0,01).

Cuadro 2. Eeficacia y factor de resistencia en B. microplus tratadas con amitraz.

Eficacia Factor de resistencia
Finca Finca
Tratamiento 1 2 3 4 1 2 3 4
%

52 14,64at  35,32a 60,10a 13,50a

104 47,29b 52,35a  79,31a  24,08ab

208 53,48b 55,00a  83,75a  10,25a 1,86 1,81 1,19 9,75

416 71,76b 45,72a  83,43a  38,00b

832 66,82b 73,10a  70,55a  31,67b

Control N/A N/A N/A N/A

N/A: no aplica

1 Medias con letras distintas en la misma columna son diferentes (P<0,01).

embargo, no se observaron variaciones significativas
de la ER entre grupos tratados con dosis superiores
e inferiores a la terapéutica en ningln caso, lo que
puede indicar que en poblaciones resistentes de B.
microplus la ER no es afectada de la misma forma
que en poblaciones susceptibles a este principio
activo en las cuales hay una marcada reduccion de la
oviposicion (Booth, 1989). La eficacia del amitraz no
aumento al incrementar la concentracidn, practica esta
muy comun a nivel de campo cuando se comienzan a
detectar fallas con el uso de los productos empleados
en el control de ectoparasitos. Los grupos tratados
con las concentraciones mas altas (416 y 832 ppm)
mostraron valores inferiores a la eficacia minima
aceptada internacionalmente, la cual debe ser igual o
mayor de 90% (FAO, 2004).

La resistencia a acaricidas tiene un impacto
importante sobre la incidencia de enfermedades
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causadas por hemoparasitos como Babesia bovis y
B. bigemina transmitidos por garrapatas (Foil et al.,
2004) ya que se ha demostrado que existe una alta
correlacion entre la carga parasitaria de B. microplus
y la tasa de inoculacion de estos hemoparasitos
(Ribera-Cuellar et al., 2000). Por otra parte, las
garrapatas de un hospedador, como es el caso de B.
microplus, desarrollan resistencia mas rapidamente
que las de multiples hospedadores debido a que tienen
mas contacto con el acaricida (Mekonnen et al., 2002).
La reduccion del numero de garrapatas disminuye las
enfermedades en el ganado lechero y reduce los costos
de control (Foil et al., 2004). Los resultados de este
estudio revelan el creciente problema de resistencia
que se estd generando en fincas del estado Lara y
coincide con los datos reportados por otros autores
en paises de América (Santamaria et al., 2003; Foil et
al., 2004; Campos y De Oliveira, 2005; Rodriguez et



Bravo et al.

Eficacia in vitro del amitraz...

al., 2006). Por otra parte, se observa que el grado de
resistencia es variable entre fincas y probablemente
esta relacionado con los antecedentes de control en
cuanto a frecuencia y grupos de acaricidas usados
previamente en cada explotacion. Esto evidencia la
importancia de realizar el diagndstico individual de
resistencia a acaricidas para poder tomar decisiones
mas acertadas en cuanto a la estrategia a seguir para
lograr el control de estos ectoparasitos.

Es necesario dar a conocer la importancia del
diagnostico de resistencia o de susceptibilidad a
acaricidas para tomar las medidas oportunas y
reducir las consecuencias de este fenomeno. Una
de las medidas podria ser la implementacion del
control integrado empleando varias alternativas
para disminuir el nimero de garrapatas por animal,
como por ejemplo, el uso conjunto de acaricidas y de
vacunas contra B. microplus que inducen una buena
respuesta protectora, tal como se demostré en un
estudio donde se logro una reduccion en la frecuencia
de bafios de cada 14 dias a 64 dias en animales tratados
con la vacuna recombinante contra la garrapata B.
microplus (Redondo et al., 1999). Se han identificado
nuevos antigenos protectores contra la garrapata B.
microplus con el fin de elaborar nuevas vacunas (De
la Fuente et al., 2007a).

El desarrollo de mejores vacunas en el futuro
se verda muy fortalecido por las nuevas y eficientes
tecnologias moleculares para el descubrimiento de
antigenos y de la urgente necesidad de un método de
control de garrapatas para reducir o sustituir el uso
de acaricidas, especialmente en las regiones donde
se ha producido la resistencia de garrapatas (De la
Fuente et al., 2007b). El uso de vacunas no se ha
generalizado debido a que no reduce drésticamente
el nimero de garrapatas por animal. Sin embargo,
a mediano plazo podria disminuir el tamafio de las
poblaciones a nivel de campo, y consecuentemente
en los animales. Si adicionalmente se combina su uso
con otras estrategias como descanso y rotacion de
potreros, su efecto podria verse multiplicado.

CONCLUSIONES

El amitraz redujo la eficiencia reproductiva en
las poblaciones de Boophilus microplus estudiadas.
El incremento de la concentracion del amitraz
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por encima de la dosis terapéutica, no produjo un
aumento significativo de la eficacia. Las poblaciones
examinadas presentaron diferentes grados de
resistencia al amitraz.
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Susceptibilidad de larvas y adultos de Boophilus microplus al ixodicida
coumafos en explotaciones lecheras del estado Lara, Venezuela
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RESUMEN

La garrapata Boophilus microplus esta distribuida por todo el mundo y es de gran importancia econémica por
las pérdidas que ocasiona en rebafios bovinos. El objetivo de este trabajo fue determinar la susceptibilidad in
vitro al coumafos en cuatro poblaciones de garrapatas adultas, utilizando cinco concentraciones distintas de
este principio activo, incluyendo la recomendada por el fabricante (terapéutica), y el porcentaje de mortalidad
en larvas utilizando dosis terapéutica. Se utilizaron 240 teleoginas (garrapatas hembras adultas ingurgitadas) de
cuatro fincas lecheras del estado Lara, un total de 60 garrapatas/finca divididas en grupos de 10 c¢/u, conformando 6
grupos/finca; fueron tratados individualmente cinco grupos con coumafos a las concentraciones de 125, 250, 500,
1.000 y 2.000 ppm y un grupo control con agua solamente, utilizando la técnica de inmersion de adultos. Larvas
obtenidas de esta misma poblacion fueron sometidas a la técnica de inmersion de larvas de Shaw. La media del
peso de la masa total de huevos fue menor en forma significativa en los grupos tratados con concentraciones de
1000 y 2000 ppm de coumafos con respecto al grupo control en la finca 1. No se observaron diferencias entre los
grupos tratados a las concentraciones de 125, 250, 500, 1.000 y 2.000 ppm en las cuatro poblaciones de garrapatas
estudiadas por separado. La eficacia no present6 diferencias significativas entre los grupos tratados con las cinco
concentraciones evaluadas en cada finca; el incremento de la concentracion de coumafos no fue directamente
proporcional a la eficacia. Los adultos de B. microplus resultaron resistentes al coumafos; sin embargo, se observd
un 100% de mortalidad en larvas, lo que indica alta susceptibilidad de las larvas a este organofosforado.

Palabras clave: Boophilus microplus, coumafos, eficacia, larvas, teleoginas.

Susceptibility to coumaphos on larvae and adult ticks Boophilus
microplus in dairy farms from Lara state, Venezuela

ABSTRACT

The cattle tick Boophilus microplus is widely distributed in the world and causes significant economic losses. The
aim of this work was to determine in vitro susceptibility of coumaphos ixodicide in adult ticks using five different
concentrations including the manufacturer’s recommended dosage, and the larvae mortality using therapeutic
dose. A sample of 240 engorged females was collected from four dairy farms in Lara state, (60 ticks/farm),
divided in groups of 10 ticks averaging 220 mg/tick. Commercial coumaphos formulation (20%) was used to
prepare the working concentrations of 125, 250, 500, 1000 and 2000 ppm for the adults immersion test (AIT),
and the control group was submerged in water. The Shaw larvae immersion test was applied in larvae obtained
of this ticks population. In farm 1, weight average of the total egg masses was significantly smaller in the groups
treated with coumaphos at concentrations of 1000 and 2000 ppm with respect to control group. Differences were
not observed between the groups treated at the concentrations of 125, 250, 500, 1000 and 2000 ppm in each of
the four farms. Statistical differences not were observed in the efficacy among groups. Higher concentrations
of coumaphos did not increase the efficacy of the product. The adult ticks of B. microplus were resistant to
coumaphos. Mortality in larvae reached 100%.

Keywords: Boophilus microplus, coumaphos, efficacy, larvae, adult ticks.
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INTRODUCCION

Lagarrapata Boophilus microplus (Acari: Ixodidae)
es un ectoparasito que posee una alta distribucion por
todo el mundo y es de gran importancia econdmica,
por las pérdidas que ocasiona en la produccion de
rebafios bovinos. Este parasito se origind en Asia,
lugar donde se desarrolld por miles de afios en estrecho
contacto con el ganado cebuino (Bos indicus). Debido
a su coevolucidn, esta especie bovina desarrollo y
ha mantenido cierto grado de resistencia, mientras
que las razas de ganado continental (Bos taurus) son
susceptibles a este ectoparasito (Nufiez et al., 1987).

Elcontrolde garrapatas sehabasado principalmente
en el uso de compuestos quimicos (Sonenshine,
1993). El uso indiscriminado de estas sustancias ha
causado el desarrollo de poblaciones de B. microplus
resistentes a estos principios activos. La importancia
de la deteccion de la resistencia a estos compuestos
acaricidas comerciales reside principalmente en la
posibilidad de escoger un producto de probada eficacia
para su control (Campos y De Oliveira, 2005).

La pruebas para determinar susceptibilidad a
un producto acaricida son variadas; sin embargo,
la técnica de inmersion de adultos, descrita por
Drummond et al. (1973) para teleoginas (garrapatas
hembras ingurgitadas) es la referencia a nivel
mundial aprobada por la FAO para la deteccion de
resistencia (FAO, 2004). El criterio de esta técnica
para diagnosticar susceptibilidad o resistencia a un
acaricida es la produccion de huevos después del
tratamiento. Se basa en la inmersion de teleoginas
en varias concentraciones del acaricida incluyendo
la dosis terapéutica recomendada por los fabricantes,
obteniendo el peso de la masa total de huevos,
porcentaje de eclosion, eficacia y factor de resistencia
al producto (Drummond et al, 1973). Otra prueba
utilizada es la técnica de inmersion de larvas de
Shaw, la cual determina el porcentaje de mortalidad
de larvas con concentraciones terapéuticas del
acaricida (Shaw, 1965). Estas pruebas realizadas in
vitro son una aproximacion del comportamiento del
principio activo in vivo y son utiles para detectar
fallas en el manejo del compuesto acaricida durante
la preparacion y aplicacion de los bafios.

Los primeros reportes de resistencia a
organofosforados (OPs) en garrapatas Boophilus
microplus en Venezuela fueron publicados en 1970
(Nufiez et al., 1987). Luego, otras poblaciones
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resistentes fueron aisladas en el occidente de
Venezuela (Coronado y Sanchez, 1993).

El ixodicida coumafos, como muchos otros OPs,
fue desarrollado originalmente como pesticida para
el tratamiento de ectoparasitos de los animales
domésticos y posteriormente comenzd a utilizarse
como antihelmintico resultando muy toxico al ser
agregado al alimento. Quimicamente es el 0,0-dietil
0-(3-cloro-4-metil-7-coumarinil) fosforotioato. La
principal accion de los OPs sobre estos parasitos
es la inhibicién de la acetilcolinesterasa (AChE),
aumentando la concentracion de acetilcolina,
lo que produce una alteracion de la transmision
neuromuscular y consecuente toxicidad (Booth y Mc.
Donald, 1992).

Siendo la AChE su blanco de accion, el principal
mecanismo de resistencia de B. microplus a OPs esta
asociado con la presencia de una AChE insensible a
estos compuestos. Adicionalmente, existen diferencias
en la tasa de hidrdlisis metabdlica entre cepas de
garrapatas resistentes y susceptibles, lo cual sugiere
la presencia incrementada de esterasas y un aumento
en la detoxificacion de estos compuestos en las cepas
resistentes (Wright y Ahrens, 1988).

Actualmente este compuesto quimico no se
esta aplicando ampliamente porque presenta fallas
al utilizar la dosis terapéutica recomendada por
los fabricantes. Este trabajo tiene como objetivo
determinar in vitro la susceptibilidad de B. microplus
a varias concentraciones de coumafos mediante la
determinacion de la eficacia en adultos y porcentaje
de mortalidad en larvas provenientes de cuatro fincas
lecheras del estado Lara.

MATERIALES Y METODOS

Poblacién y muestra

El experimento fue realizado en garrapatas B.
microplus colectadas en cuatro fincas lecheras:
Fincas 1 y 2 ubicadas en Duaca, Municipio Crespo,
Sector los Chispes (10° 15° 13.48" Ny 69° 06" 37.63"
0), a 935 msnm, con vegetacion de matorral y clima
continental estacional. La finca 3 ubicada en Sarare,
Municipio Simén Planas (9° 47°28.13" Ny 69° 09
57717 O), a 297 msnm y la finca 4 en Manzanita,
Municipio Simoén Planas, Parroquia Buria (9° 57
48.65" N y 68° 58" 32.91” O), a 331 msnm. Estas
dos fincas poseen vegetacion intervenida y d4reas
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de bosque con clima continental estacional todas
en el estado Lara (Fudeco, 1986). Las fincas fueron
seleccionadas por presentar altas infestaciones
con garrapatas e historial de fallas terapéuticas a
acaricidas. Las muestras fueron colectadas entre
los meses de Octubre a Mayo donde hay mayor
incidencia de garrapatas (Gallardo y Morales, 1999).
Las garrapatas se colocaron en envases adecuados
para el transporte y fueron llevadas al Laboratorio de
Parasitologia Veterinaria del Decanato de Ciencias
Veterinarias para su procesamiento en las siguientes
24 horas.

Determinacion de la eficacia en adultos

Las teleoginas fueron colocadas en un colador de
acero inoxidable, lavadas con agua, secadas con papel
absorbente y pesadas individualmente en una balanza
electronica. Para la evaluacion del acaricida se utilizo
un namero de 60 garrapatas por finca, dividiéndolas
en grupos de 10 garrapatas cada uno con un peso
homogéneo por grupo (180 a 240 mg/garrapata),
conformando seis grupos por finca.

Se prepararon 30 mL de las cinco soluciones
garrapaticidas a concentraciones de 125, 250, 500
(dosis terapéutica), 1.000 y 2.000 ppm, mas un
grupo control con 30 mL de agua solamente. Cada
grupo experimental de teleoginas fue sometido a
tratamientos individuales, por una sola vez, en las
soluciones preparadas y el grupo control se sumergio
en agua, utilizando la técnica de inmersion de adultos
descrita por Drummond et al. (1973), en la que se
sumergen las garrapatas en 30 mL de la solucion
correspondiente durante 3 minutos.

Las teleoginas tratadas y las del grupo control
fueron pasadas por un colador, secadas con papel
absorbente, pesadas nuevamente y pegadas por su
parte dorsal sobre cintas de papel adhesivo en placas
de vidrio y colocadas en una cabina de incubacion a
una temperatura promedio de 27°C y una humedad
relativa de 85% por 18 dias. La masa total de huevos
(PMTH) producidos por cada garrapata se peso
en una balanza electronica al final del periodo de
oviposicion (ootoquia) a los 18 dias postratamiento y
se colectd en tubos de ensayo, tapandolos con algodon
e incubandolas durante 21 a 25 dias bajo las mismas
condiciones de humedad y temperatura sefialadas
anteriormente. Transcurrido este tiempo, se estimo el
porcentaje de eclosion cuantificando los huevos que
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no eclosionaron y las larvas emergidas contenidos en
cada tubo con la ayuda de una lupa estereoscopica, un
contador manual y capsulas de Petri cuadriculadas.

Con los datos del peso de las garrapatas, el peso de
los huevos producidos y el porcentaje de eclosion se
calculd la eficiencia reproductiva (ER), un valor que
expresa la capacidad de una teleogina para transformar
su peso corporal en larvas viables, de acuerdo a la
formula de Drummond et al. (1973). La eficacia o
porcentaje de control del coumafos en los grupos
sometidos a la técnica de inmersion con acaricidas,
se calculo segun la formula de Abbott (1925), la cual
expresa el porcentaje de control parasitario.

(ER control — ER tratado)
ER control

x 100

Eficacia =

Determinacion de mortalidad de larvas

Se realizd la técnica de inmersion de larvas
descrita por Shaw (1965). De cada finca se reservo
un tubo contenido de larvas que no fueron sometidas
a tratamiento. Se prepararon 10 mL de la solucion
del acaricida a la dosis terapéutica de 500 ppm, se
colocaron dos hojas de papel de filtro impregnadas
de la solucion dentro de cada capsula de Petri y se
colocaron 100 larvas aproximadamente entre las dos
hojas de papel filtro. El grupo control se preparoé con el
mismo procedimiento pero impregnandolas con agua.
Las capsulas de Petri tapadas y selladas se incubaron
por 24 horas a 27°C y 85% H.R. Transcurrido este
tiempo se estimd el porcentaje de mortalidad de
larvas cuantificandolas con la ayuda de una lupa
estereoscopica, un contador de laboratorio y aguja
entomoldgica. Se corrigié el porcentaje de mortalidad
segun la formula de Abbott (1925):

% Mort. Tratadas — %Mort. Control
100 - % Mort. Control

Mortalidad = %100

Analisis estadistico

Se realizo el analisis de los datos obtenidos de
cada finca por separado, sin comparar los resultados
entre las fincas porque el historial de control con
acaricidas es distinto en cada explotacion. Los datos
fueron procesados en el paquete estadistico SPSS 11
para Windows (SPSS. 2002), a los cuales se aplico
un analisis descriptivo y prueba C de Dunnett para
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varianzas distintas. Las medias seran consideradas
estadisticamente significativas con un P<0,01 (Pardo
y Ruiz, 2002).

RESULTADOS Y DISCUSION

La media del peso de la masa total de huevos
(PMTH) en las fincas 1, 2, 3 y 4 no tuvo diferencias
significativas entre los grupos tratados a las
concentraciones de 125, 250, 500, 1.000 y 2.000 ppm
de coumafos, ni entre éstas con el grupo control,
excepto en la finca 1, donde el PMTH fue menor
en forma significativa en los grupos tratados a las
concentraciones de 1.000 y 2.000 ppm de coumafos
con respecto al grupo control (P<0,01). En la finca
3, la eficacia fue mayor en forma significativa en el
grupo tratado con 2.000 ppm con respecto al grupo
tratado con la dosis de 500 ppm. En el resto de los
grupos tratados pertenecientes a las cuatro fincas no
se encontraron diferencias significativas en la eficacia
entre las distintas concentraciones usadas (Cuadro 1).
En ningun caso la eficacia alcanzé niveles iguales o
superiores al 90%, el cual es el nivel minimo aceptado
internacionalmente (FAO, 2004). El factor de
resistencia a coumafos en las fincas 1, 2, 3 y 4 fue de
1,97 3,01 6,13 y 2,17, respectivamente. La mortalidad
de larvas a dosis de 500 ppm de coumafos fue del
100% en todas las poblaciones estudiadas.

El fracaso del control quimico contra la garrapata
puede deberse al uso de procedimientos inadecuados,
aplicacion  ineficaz, condiciones  estacionales
desfavorables o a la apariciéon de un mecanismo de
resistencia. La decision de desechar el producto

afectado y la eleccion de uno alternativo, solo debera
adoptarse después de examinar con cuidado las
caracteristicas de la cepa resistente (Nolan, 1987).

Los adultos de B. microplus fueron resistentes al
coumafos; sin embargo, el compuesto fue muy eficaz
en larvas coincidiendo con lo reportado en un estudio
realizado en Estados Unidos, en el cual el tratamiento
con coumafos resultd mas eficaz en larvas que en
adultos de B. microplus con dosis de 566 ppm; el
control de larvas fue del 98% a dosis de 165, 299
y 566 ppm (Davey et al., 2003), similar a los datos
obtenidos en este estudio donde se alcanzd un 100%
de mortalidad en larvas a dosis de 500 ppm.

Estudios in vivo han determinado que la aplicacion
de dos a tres bafios a intervalos de 7 a 10 dias
provee proteccién contra B. microplus, alcanzando
una eficacia del 92,9 al 99,9% (Davey et al., 2004),
pero aumentaria la cantidad de este compuesto
en el ambiente, ademas de incrementar los costos
de produccion. Tradicionalmente cuando falla un
producto, se cambia a otro principio o se aumenta la
concentracion y la frecuencia de los bafos, siendo
esta es una de las principales causas de resistencia
(Mekonnen ef al, 2002). En este experimento,
dosis mayores que la terapéutica no incrementaron
la eficacia del coumafos en garrapatas adultas, lo
que indica que no seria una buena recomendacion
aumentar su concentracion en los bafios a bovinos.
Adicionalmente, se pondria en riesgo de intoxicacion
al rebafio y al personal encargado de aplicar los
bafios.

Cuadro 1. Media del peso de la masa total de huevos y eficacia en B. microplus tratadas con distintas

dosis de coumafos

Dosis Peso masa huevos Eficacia
Finca Finca
1 2 3 4 1 2 3 4
mg %

125 88,83 90,36 81,19 80,13 43,15 26,88 35,84 23,05
250 93,12 71,50 96,26 67,23 51,84 39,79 30,75 51,06
500 100,92 86,80 10,62 49,86 50,80 33,22 16,31b 46,02
1000 50,38b1 78,04 71,91 44,77 75,74 49,54 45,39 40,76
2000 62,28b 95,78 53,03 52,88 71,39 24,19 66,20a 49,76
Control 149,16a 124,07 94,43 50,22

1 Promedios con distintas letras en la misma columna
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indica diferencias significativas (P<0,01).
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La garrapata B. microplus ha desarrollado en
la mayoria de los paises un grado importante de
resistencia a OPs, la cual es causada por mecanismos
de detoxificacion y por alteraciones o insensibilidad
de la acetilcolinesterasa, que es su sitio o blanco
de accion en insectos y aracnidos (Andrew et al.,
2003). En las poblaciones estudiadas se evidencid
una alta resistencia al coumafos y posiblemente estas
poblaciones de garrapatas podrian ser resistentes a
otros OPs y desarrollar resistencia cruzada contra
piretroides sintéticos, ya que se ha demostrado
que algunos mecanismos de resistencia a OPs son
comunes con los de piretroides sintéticos como es el
caso del incremento de la frecuencia del mecanismo
de glutation- S — transferasa (Rodriguez ef al., 2003).

La resistencia a acaricidas tiene un impacto
importante sobre la incidencia de las enfermedades
causadas por los hemoparasitos Babesia bovis y
B. bigemina transmitidos por garrapatas, debido
a que aumenta el nimero de éstas por animal y
por ende las posibilidades de que se incremente
la transmision de estas enfermedades (Foil ef al.,
2004). La presencia de una poblacion de reserva de
garrapatas que no hayan sido expuestas a acaricidas
se recomienda para mantener la estabilidad enzootica
de los hemoparésitos, la cual es imprescindible para la
disminucion de animales adultos con sintomatologia
clinica de estas enfermedades.

Es necesario que el control de garrapatas esté
acompafiado del conocimiento de su ciclo bioldgico
y otros factores ambientales importantes. El uso
inadecuado de drogas, incluyendo los antiparasitarios,
puede dejar residuos en los tejidos, lo cual ocasiona
problemas de salud en animales y humanos (Yamada
et al., 2006). Muchos de estos productos pueden ser
absorbidos por la piel del bovino y pasar a circulacion
sanguinea para ser biotransformados y luego
excretados en la orina y heces, teniendo un impacto
en la fauna no parasitaria u organismos del suelo,
como coleopteros, dipteros, nematodos del suelo y
microorganismos que favorecen la degradacion y
reciclaje de los excrementos animales. El coumafos
puede resultar toxico para insectos coprofagos y
perturbar el funcionamiento de pastizales por la
disminucién en la velocidad de desaparicion del
estiércol (Lumaret y Martinez, 2005). En el uso de
acaricidas en general se debe considerar el impacto
ambiental de estos principios activos.
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CONCLUSIONES

Enlas fincas estudiadas existio baja susceptibilidad
a coumafos en hembras adultas de B. microplus. La
eficacia no alcanzé valores aceptables para el control,
aun usando concentraciones mas altas del producto.
El coumafos causé 100% de mortalidad en larvas de
B. microplus.

RECOMENDACIONES

La complejidad del problema de resistencia hace
necesario realizar un control integrado, que no es mas
que la combinacion de varios métodos incluyendo
vacunas contra B. microplus, manejo de potreros,
utilizacion de animales o razas bovinas resistentes
a las garrapatas, aumento del intervalo entre bafios
contra ectoparasitos usando las dosis recomendadas,
pruebas diagnosticas de resistencia a acaricidas y
otros métodos que permitan reducir el numero de
garrapatas por animal a mediano y largo plazo.
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RESUMEN

Se realiz6 un estudio en la region centro-occidental de Venezuela con la finalidad de determinar la prevalencia
de Isospora suis en lechones lactantes criados en 15 granjas con manejos deficientes y pobres condiciones
higiénico-sanitarias. Para la determinacion parasitaria se seleccionaron 237 camadas con signos de diarrea, y
de cada camada seleccionada, se tomaron de 4 a 5 lechones. A los lechones se les introdujo un hisopo por via
rectal con la finalidad de provocar estimulacion y poder colectar la muestra de heces. Las muestras de heces se
cultivaron en una solucion de dicromato de potasio al 2,5% y posteriormente fueron procesadas con una técnica de
centrifugacion-flotacion utilizando una solucion de azlcar-sal para la determinacion de ooquistes. Se determind
93,3% de prevalencia en las granjas examinadas y 31,6% de prevalencia en lechones lactantes, poniendo de
manifiesto que las pobres condiciones higiénico-sanitarias de las explotaciones podrian tener un efecto sobre
la presencia del parasito. Al referirlo a las edades, se observo una mayor prevalencia (19,4%) en lechones de
7 a 13 dias y un 9,3% en lechones de 14 a 20 dias. De acuerdo a la prueba de Ji cuadrado hubo asociacion
estadistica (P<0,05) entre los porcentajes de positividad del pardsito con respecto a la edad de los lechones.
Referente al mes de muestreo, se encontraron diferentes grados de positividad entre los meses, indicado por la
asociacion estadistica (P<0,05) entre mes y prevalencia del parasito. Igualmente se determinaron asociaciones
estadisticas (P<0,05) entre prevalencia por edad con consistencia y color de las heces. Se concluye que 1. suis se
encuentra ampliamente distribuida en las granjas y camadas examinadas, y que pudiera ser controlada mejorando
los programas de profilaxis y control de las explotaciones.

Palabras clave: Isospora suis, lechones, ooquistes, diarrea.

Prevalence of Isospora suis in piglets raised in farms
at the center-western region of Venezuela

ABSTRACT

It was carried out a study in the center-western region of Venezuela with the objective to determine the prevalence
of Isospora suis in piglets raised in 15 farms with faulty handlings and poor hygienic-sanitary conditions. For
the parasitic determination, 237 litters were selected with signs of diarrhea, and from each selected litter, 4 to 5
piglets were selected. A hyssop were introduced by rectal way with the purpose of causing stimulation and collect
the stool sample. The stool samples were cultivated in a 2.5% potassium dichromate solution and later processed
by the centrifugation-flotation technique using a sugar-salt solution for the oocyst determination. A prevalence of
93.3% was determined in the examined farms and 31.6% in piglets showed poor hygienic-sanitary conditions in
the farms that could have an effect on the parasite presence. Regarding to ages, a higher prevalence was observed
(19.4%) in 7 to 13 days old piglets and 9.3% in 14 to 20 days old piglets. According to Chi-squared test, there was

Recibido: 09/05/2007 Aceptado: 29/01/2008
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a statistical association (P <0.05) among positive percentages of the parasite with regard to piglets age. Regarding
to sampling month, there were different positive grades among the months, indicated by the statistical association
(P<0.05) between month and parasite prevalence. Statistical associations were also determined (P<0.05) between
age prevalence and consistency and color of the stools. It is concluded that /. suis is broadly distributed in the
farms and examined litters, and it could be controlled improving the prevention programs and control on the
farms.

Keywords: Isospora suis, piglets, oocysts, diarrhea.

INTRODUCCION En relacion a la consistencia de las heces, Meyer
et al. (1999), Joachim y Daugschies (2000), Gualdi
et al. (2003) comprobaron la correlacion existente
entre la coccidiosis y la presencia de diarrea.
Hamadejova y Vitovec (2005) reportaron 39% de
prevalencia en muestras liquidas, mientras que 19%
en heces formadas. Por su parte, Estrada et al. (2004)
demostraron que /I suis se encuentra con mayor
frecuencia en heces pastosas.

Isospora suis es uno de los coccidios mas
importantes que afectan al cerdo y es considerado
como el agente causal de la coccidiosis neonatal
porcina (Lindsay et al., 1999). Los animales que se
infectan por /. suis desarrollan una diarrea de color
amarillenta a partir de la segunda semana de edad,
que inicialmente es pastosa para hacerse fluida a los

2 a 3 dias (Lindsay y Blagburn, 1994; Lindsay et al.,
1999). En nuestro pais, Gonzalez (1993) determind

21,8% de prevalencia de I. suis en lechones criados
en granjas de los estados Aragua y Carabobo, y
posteriormente, Gonzalez et al. (2000) demostraron
75% de prevalencia en granjas con manejos eficientes
y deficientes, y concluyeron que el parasito se presento
en cualquier tipo de explotacion. Segin Feporcina
(20006) el estado Yaracuy representa el quinto estado

Laprevalenciade /. suis enlechones es muy variada.
En Australia, Driesen et al. (1993) encontraron 53,8%
de prevalencia en lechones diarreicos con edades
comprendidas entre 5 y 30 dias de edad. En USA,
Otten et al. (1996) encontraron que todas las granjas
examinadas estaban infectadas, con una prevalencia
de 62,2% enlechones lactantes. En Alemania, Niestrah productor y movilizador de cerdos en Venezuela,

et al. (2002) demostraron 42,5% de prevalencia en y primer productor porcicola de la regién centro-

camadas y en la republica Checa, Hamadejova y occidental, superando estadisticamente a los estados
Vitovec (2005) reportaron 21,8% de prevalencia. Al Lara, Falcén y Portuguesa.

referirse a la edad, Henriksen y Christensen (1989)
y Sayd y Kawazoe (1996) reportaron que la mayor
prevalencia se encontré en la segunda semana de : )
vida. Otten et al. (1996) encontraron 17,4 y 41,3% de L suis en lechones.lactante-s de diferentes eda.ld.es. y
prevalencia en lechones de 2 y 3 semanas de edad, criados en explotaciones ubicadas en tres municipios

respectivamente; asi mismo, Mundt y Daugschies del estado Yaracuy.

En este orden de ideas se plante6 como objetivo
del presente trabajo determinar la prevalencia de

(2004) reportaron mayores indices de prevalencia MATERIALES Y METODOS
en animales de dos y tres semanas. Por su parte,
Hamadejova y Vitovec (2005) reportaron la mayor Ubicacién geogrifica del estudio

prevalencia (38,8%) en animales de dos semanas
de edad y mayor ocurrencia del protozoario al dia
13 de edad. Referente a la época del afio, Driesen

Las granjas examinadas se encuentran localizadas
en los municipios Pefla, Jos¢ A. Paez y Bruzual del

et al. (1993) y Otten et al. (1996) no encontraron estado Yaracuy. Las caracteristicas climatologicas
significancia del efecto estacional sobre la presencia de los tres municipios son muy similares, y son
de I suis en lechones. Sin embargo, Meyer et al. (1999) consideradas como de clima tropical, con registros
encontraron 66,3 y 61% de incidencia de diarrea por pluviométricos anuales de 1.280 mm, temperaturas
L suis en verano y otoflo, respectivamente, mientras medias anuales de 26°C y 72% de humedad relativa.
que 47,7 y 37,9% en primavera e invierno. Se encuentran situados a 450 msnm (Encarta, 2006).
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Tipo de granja y manejo

Estas granjas se caracterizan por ser explotaciones
intensivas de ciclo completo y flujo continuo, con
manejos deficientes y pobres condiciones sanitarias en
su mayoria. El tamafio promedio de las explotaciones
oscila entre 300 y 500 madres en produccion. El
prototipo de animal frecuentemente observado
pertenece a mestizos de las razas Yorkshire y
Landrace. Los animales son alimentados con raciones
balanceadas, las cuales son formuladas en plantas de
alimentos proximas a las unidades de produccion. El
destete es realizado a 21 dias en promedio.

Tamaiio de la muestra

Fueron visitadas y examinadas 15 granjas porcinas
con problemas de diarrea en el area de maternidad,
que representan el 46,8% del total de explotaciones
ubicadas en los tres municipios, segin datos aportados
por SASA-Yaracuy (2006) (Cuadro 1). Para el calculo
del tamafo muestral (n) se tomo como referencia una
prevalencia conocida de 20% y un nivel de confianza
de 95%, y utilizando el procedimiento descrito por
Morales y Pino (1987) fueron seleccionadas de forma
aleatoria un total de 237 camadas de diferentes
edades y con signos de diarrea. Las camadas
seleccionadas fueron distribuidas en cada granja de
forma proporcional de acuerdo al total de camadas
existentes al momento de la visita.

Toma de la muestra

El muestreo se realiz6 durante los meses de
febrero a julio de 2006. De cada camada seleccionada
fueron tomados de 4 a 5 lechones con la finalidad
de hacer un pool de la muestra. A cada lechon se le
introdujo un hisopo por via rectal con el propodsito de
estimular la defecacion y colectar las heces en tubos
de ensayo previamente identificados. La consistencia

y el color de las heces fueron registradas en una
planilla de campo durante el muestreo. Las muestras
identificadas se introdujeron en una cava refrigerada
para ser trasladadas a la Unidad de Investigacion en
Parasitologia del Decanato de Ciencias Veterinarias
de la UCLA donde fueron conservadas a 8°C hasta su
procesamiento dentro de un periodo de 5 dias.

Analisis de la muestra

Para la esporulacion de ooquistes de /. suis las
muestras fueron cultivadas en céapsulas de petri
utilizando 20 ml de una solucion de dicromato de
potasio al 2,5%, durante un lapso de 5 dias (Hendrix,
1999). Transcurrido ese tiempo, se utilizd una
técnica de centrifugacion-flotacion utilizando una
solucion de azucar-sal (Henriksen y Christensen,
1992) para realizar el diagndstico. La visualizacién e
identificacion de ooquistes se hizo con un microscopio
binocular, usando magnificacién de 10 y 40X.

Analisis estadisticos

Los resultados obtenidos fueron analizados
mediante estadisticos descriptivos y test de Ji-
cuadrado para determinar asociaciones estadisticas.
Para los célculos se utilizé el programa estadistico
Statistix (Analytical Software, 2008).

RESULTADOS Y DISCUSION

Se encontro /. suis en 14 de 15 granjas examinadas,
lo cual reflej6 una alta presencia del parasito en
explotaciones con inadecuado manejo sanitario,
coincidiendo con resultados sefialados por Otten et al.
(1996), Gonzalez et al. (2000) y Estrada et al. (2004).
Al referirlo a los lechones, se determind 31,6% de
prevalencia (75/237). En el Cuadro 2 se observa mayor
frecuencia para los grupos de edad de 7 a 13 dias
(61,3%) y 14 a 20 (29,3%). Nuestro resultado coincide
con lo sefalado por Henriksen y Christensen (1989),

Cuadro 1. Numero de granjas porcinas organizadas ubicadas en los municipios Pefia, José A.

Péez y Bruzual del estado Yaracuy.

Granjas Grranjas examinadas
Municipio existentes examinadas
Ne %
Pefia 11 6 54,5
José A. Paez 12 5 41,6
Bruzual 10 4 40,0
Total 32 15 46,8
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Gonzalez (1993), Sayd y Kawazoe (1996), Mundt y
Daugschies (2004) y Hamadejova y Vitovec (2005), y
podria deberse a la falta de un adecuado programa de
profilaxis y control en las granjas. Por otro lado, estos
resultados difieren con lo sefialado por Driesen et al.
(1993), Otten et al. (1996) y Niestrah et al. (2002),
quienes determinaron mayores tasas de prevalencia
en lechones de tres y cuatro semanas de edad. En el
Cuadro 2 también se muestra la comparacion (prueba
de Ji cuadrado) entre los porcentajes de positividad
de las diferentes edades. Se encontraron diferentes
grados de positividad, lo que refleja que hubo
asociacion estadistica (P<0,05) con respecto a la edad
de los lechones.

En nuestro trabajo se encontré que el valor de
prevalencia mas alto estuvo en los dias 7 y 8 (14,6
y 16%, respectivamente). Este resultado difiere
con lo sefialado por Hamadejova y Vitovec (2005).
Posiblemente, la contaminacion del paritorio en estas
granjas provoca una elevada presion de infeccion,
lo que trae como consecuencia que los animales se
infecten en sus primeros dias de vida y por lo tanto
se encuentren los valores mas altos de prevalencia
en la primera semana. En el Cuadro 3 se muestran
los resultados de prevalencia de /. suis durante todos

los meses del estudio. La poca cantidad de muestras
examinadas durante febrero, probablemente afectd
los resultados de ese mes. También se muestra la
comparacion entre los porcentajes de positividad
de los diferentes meses por medio de la prueba
de Ji cuadrado. Se encontraron diferentes grados
de positividad, lo que refleja que hubo asociacion
estadistica (P<0,05) con respecto al mes de muestreo.
Probablemente, la tasa de prevalencia en mayo y junio
(12,2 y 8,8%, respectivamente), estuvo notablemente
mas alta que en los otros meses, ya que las condiciones
climatolégicas (temperatura y humedad) durante esos
meses favorecen el proceso de esporulacion de los
ooquistes. Estos resultados difieren con lo sefalado
por Driesen et al. (1993) y Otten et al. (1996),
pero coinciden con lo demostrado por Meyer et al.
(1999), quienes comprobaron diferencias estadisticas
estacionales.

Aunque el rol de /. suis como causa de diarreas
en lechones ha sido cuestionado por dificultades en
el diagnostico de laboratorio y por ausencia de signos
especificos de la enfermedad, diversos autores han
confirmado la correlacion entre presencia de I suis
y diarrea en lechones (Meyer et al., 1999; Joachim
y Daugschies, 2000; Gualdi et al., 2003). En nuestro

Cuadro 2. Comparacion entre los porcentajes de positividad por edades y estadistico de

prueba (X?).
Edad n  Positiva Negativa  Frecuencia Prevalencia X2 P
dias No %
3a6 12 1 11 1,3 0,4
7al3 113 46 67 61,3 19,4

58 29,3

14 220 80 22 9, 9,3 1136 0,022
21 a27 30 5 25 6,7 2,1
>28 2 1 1 1,3 0,4
Total 237 75 162 100 31,6

Cuadro 3. Comparacién entre los porcentajes de positividad por mes de muestreo y estadistico

de prueba (X?).
Mes Camadas  Positiva  Negativa  Frecuencia  Prevalencia X2 P
No %
Febrero 23 0 23 0 0
Marzo 54 8 46 10,7 34
Mayo 65 29 36 38,7 12,2
Junio 48 21 27 20,0 8,8 26,5 0,0000
Julio 47 17 30 22,7 7,2
Total 237 75 162 100 31,6
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trabajo no hubo correlacion entre excrecion de
ooquistes y presencia de diarrea, ya que, solamente
un 4% de muestras liquidas resultaron positivas. De
las 237 camadas examinadas, 22 (9,2%) presentaron
diarrea, y de éstas, 3 resultaron positivas (4%). Con
respecto a la consistencia de las heces en muestras
positivas, se observo el valor mas alto (68%) en
muestras pastosas, y un 4% en muestras liquidas
(Figura 1).

La diarrea en lechones se explica, por las acciones
patogenas que causa el parasito en el epitelio intestinal
en el transcurso de las diferentes etapas que se
cumplen en la fase endogena del ciclo de vida

Durante la esquizogonia se produce diarrea debido
a la invasion y multiplicacion del parasito dentro
de la célula epitelial, sin embargo, la produccion de
ooquistes es muy baja. En la medida que avanza la
infeccion la diarrea va cediendo, y la consistencia de
las heces comienza hacerse pastosa, e incluso normal,
hasta que se cumpla el ciclo de vida del parasito con
la debida produccion de ooquistes. De acuerdo a
esto es improbable conseguir animales excretando
ooquistes y con produccion de heces liquidas, por lo
que habria que considerar otros copatégenos como £.
coli, Rotavirus y Cryptosporidium.

En el Cuadro 4 se muestran los resultados
referentes a la asociacion entre prevalencia de 1. suis

100 ~
O Positivas

@ Negativas
80 -

60 -

40 -

Frecuencia (%)

20

Liquida Pastosa Dura

Consistencia de las heces

Figura 1. Afinidad de /. suis a la consistencia de
las heces.

por grupos de edad con las caracteristicas de las
heces. De acuerdo a los resultados de la prueba de Ji-
cuadrado hubo asociacion estadistica (P<0,05) entre
edad de los lechones y consistencia y color de las
heces, lo que significa que existe una asociacion entre
animales positivos de dos y tres semanas de edad
y la presencia de heces pastosas de color amarillo.
Estos resultados coinciden con diversos autores sobre
las caracteristicas de algunos signos clinicos de la
coccidiosis neonatal. Del total de animales positivos,

Cuadro 4. Asociacion entre prevalencia de 1. suis por grupos de edades y consistencia y

color de las heces.

Edad
Consistencia Color 3-6 7-13 14-20 2127 >28  Total
dias
Liquida Amarillo 0 2,7 1,3 0 0 4
Pastosa Amarillo  1,3ct 33,3a 18,7b 1,3¢ 1,3¢ 56
Marrén 0 2,7 0 0 0 2,7
Grisacea 0 4,0 2,7 1,3 0 8,0
Crema 0 0 0 1,3 0 1,3
Dura Amarillo 0 1,3 0 0 0 1,3
Marrén 0 12 6,7 2,7 0 21,3
Grisacea 0 1,3 0 0 0 1,3
Blanca 0 1,3 0 0 0 1,3
Negra 0 2,7 0 0 0 2,7
Total 1,3 61,3 29,3 6,7 1,3 100

1 Promedios en la misma fila con letras distintas indican diferencias significativas

(P<0,05)
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un 56% presentd heces pastosas de color amarillo y
un 21,3% presentd heces formadas de color marrén,
lo que nos lleva a pensar que ciertamente existe una
inespecificidad en los signos de la enfermedad, por lo
que en ciertas condiciones se deberia recurrir a otros
procedimientos de diagndstico.

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

1. En las muestras examinadas, a pesar de que
se realizan tratamientos anticoccidiales, se
observo una alta prevalencia de I suis en
granjas y camadas, que pudiera ser controlada
al mejorarse las condiciones higiénico —
sanitarias.

2. Losresultados indicaron que /. suis se presento
en mayores proporciones en los dias 7 y 8
de vida de los animales, por lo que, podria
pensarse en otras fuentes de infeccion, distinta
al medio ambiente contaminado.

3. La sensibilidad de la técnica de diagndstico
utilizada depende del momento en el cual es
tomada la muestra, ya que, hay etapas del ciclo
biolégico en el que la produccion de ooquistes
es tan baja que no permite realizar un buen
diagnostico. Por lo tanto, se debe considerar el
uso de otras técnicas.

4. Los resultados obtenidos en este trabajo
coinciden y difieren con lo sefialado por otros
autores, por lo que seria de mucha utilidad
la realizacion de un estudio a mayor escala,
incluyendo otras variables que nos permitan
una mejor comprension de la epidemiologia de
1. suis en nuestro pais.
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RESUMEN

Se evalu6 la estructura poblacional y aspectos bioecoldgicos del bivalvo Asaphis deflorata en Caurantica, al
este de la poblacion de Guiria, en el Golfo de Paria, estado Sucre, Venezuela. Las muestras se recolectaron
mensualmente desde marzo 2005 hasta febrero 2006, utilizando un disefio de muestreo al azar estratificado con
una cuadrata de 0,25 m2. En dichos muestreos se determind la temperatura y la salinidad del agua. Para un analisis
de la disposicion espacial de la especie el area de distribucion se dividio en tres zonas paralelas a la linea de costa
y cuatro franjas perpendiculares a la costa de acuerdo a las caracteristicas topograficas del sustrato. La poblacién
presentd un intervalo de tallas desde 10 hasta 74 mm de longitud total, con un dominio de las tallas entre 48 y
54 mm, aunque a partir de septiembre 2005 se incorporaron ejemplares con talla menor de 26 mm. La dispersion
microespacial fue de agregacion en cada zona, con un aumento de la longitud de los individuos desde la zona
del nivel més bajo de marea hasta el mas alto. Las relaciones entre los pardmetros morfométricos de los bivalvos
fueron altamente significativas y la relacién entre la masa total (MT) y la longitud (Lt) estuvo representada por la
ecuacion MT = 0,0003*Lt 28% (r2= 0,93). La biomasa total promedio fue de 400,33 g/m?y la densidad promedio
de 69,33 ind/m? con valores maximos en la zona de marea baja, mientras que la mayor densidad se observo en la
zona de marea alta. No se detectaron diferencias significativas en los promedios de biomasa y la densidad entre
zonas, pero si entre franjas. El factor de condicidn present6 su maximo valor en mayo 2005 (36,6%) y el mas
bajo en agosto 2005 (28,8%). Se sugiere que la variabilidad periodica de la salinidad posee influencia sobre la
condicion fisioldgica de la especie.

Palabras clave: Asaphis deflorata, abundancia, Caurantica, Golfo de Paria, Venezuela.

Population structure of the clam, Asaphis deflorata, in Caurantica,
gulf of Paria, Sucre state, Venezuela

ABSTRACT

Populations structure and bioecological aspects of the bivalve Asaphis deflorata were evaluated in locality of
Caurantica, northeasthern of Guiria, Gulf of Paria, Sucre state, \Venezuela. Samples were collected monthly from
March 2005 until February 2006, using a stratified random sampling with a quadrate of 0.25 m2. During sampling
water temperature and salinity were measured. In order to test the spatial dispersion, the area was divided into
3 zones parallel to the coast and 4 fringes perpendicular to it, according to the topographical characteristics
of the substrate. The population presented a length interval from 10 until 74 mm, with a predominance of the
lengths between 48-54 mm, although since September 2005 there were organisms with lengths smaller than 26
mm incorporated into the population. A aggregated microespatial dispersion was observed in each zone, with an
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increase of the length of bivalves from of the zone of low to one high tide. Relationships between morphometric
parameters were highly significative and length (Lt)-total mass (TM) relationship was represented by the equation
TM = 0.0003*Lt28% (r2= 0.93). Average biomass and density were 400.33 g/m? and 69.33 ind/m?2. The biomass
presented maximum values in the zone of low tide, whereas the maximum density was observed in zone of high
tide. There were not detected significant differences in average biomass and density among zones, but among
fringes. Condition factor presented its maximum value in May 2005 (36.6%) and minimum in August 2005
(28.8%) 2005. We suggest that salinity variation in the region has influence on the physiological condition of the
species.

Keywords: Asaphis deflorata, abundance, Caurantica, Gulf of Paria, Venezuela.

INTRODUCCION econémica como recurso pesquero en localidades
cercanas a la ciudad de Guiria, estado Sucre, donde
se desarrollara una actividad de explotacion gasifera,
la cual podria afectar al recurso, se realizd una
evaluacion de la densidad y la distribucion espacial
de una poblacion de A. deflorata en la localidad de
Caurantica, aledafia a la ciudad de Gliria.

La almeja Asaphis deflorata (Linneaus, 1758) es
una de las especies de bivalvos mas comunes en las
comunidades intermareales del Golfo de Cariaco
y de las costas del Golfo de Paria, estado Sucre,
Venezuela (Lodeiros et al. 1999), donde es explotada
artesanalmente por pobladores cercanos a la playa

como un componente importante de la dieta, por lo MATERIALES Y METODOS

que se reconoce la importancia de realizar estudios ) o ) )
ecoldgicos para el desarrollo de su pesqueria (Gines, El estudio se realizo en la localidad de Caurantica
1972). Esta especie ha sido considerada como situada en el interior del Golfo de Paria y ubicada
coespecifica con la especie A. dichotoma la cual ~ geograficamente a 10° 37 58" Ny 62 14" 45" O. El
se distribuye en el Indo-Pacifico (Prashad 1932), area de muestro esta sometida a un régimen de mareas

tesis que fue sustentada por Abbott (1974), aunque semidiurnas con una amplitud maxima de unos 150
investigaciones mas recientes basadas en analisis ~ ¢m. Al producirse la bajamar queda al descubierto
morfo-funcionales y caracteristicas de la concha han ~ una amplia zona intermareal en la cual se encuentran
confirmado que son dos especies diferentes; siendo enterradas las almejas, las cuales son recolectadas
redescrita la forma del Indopacifico como Asaphis ~ manualmente por los pobladores de la zona con ayuda
violacens (Chernohorsky, 1972; Willan, 1993). de un madero o una pala metéalica que usan para
excavar. El sustrato esta formado principalmente de
grava, mezclado con piedras y cascajos suspendidos
en una capa arenosa.

En el continente americano, la especie tiene
una distribucién muy amplia, extendiéndose desde
el sureste de Florida hasta el oeste de las Indias

Occidentales (Abbott, 1974). Sin embargo, a pesar El &rea de distribucion del bivalvo en la bahia
de ello existen muy pocas investigaciones sobre su de Caurantica fue estimada segin muestreos
ecologia (Berg y Alatalo, 1985; Domaneshi y Shea, preliminares, siendo dividida en tres sectores y cuatro

2004). Algunos autores han descrito aspectos de su franjas (Figura 1), atendiendo a las caracteristicas
anatomia (White, 1942; Purchon, 1960) relacionando topograficas. Para analizar la distribucién mensual de

la morfologia de su concha con los habitos de vida las clases de talla y la condicion de los organismos
(Stanley, 1970) y se le ha citado en algunas colecciones se realizaron muestreos mensuales desde marzo 2005
bentonicas (Work, 1969; Princz, 1973). En Venezuela, a febrero 2006, utilizando una cuadrata metélica de

se conocen aspectos de su biologia en una localidad 0,25 m2.
del Golfo de Cariaco (Marin, 1982) y datos de

abundancia en algunas zonas de la Peninsula de Paria . ,
. g mediante la formula 462/ L, donde L es el error de
(Prieto et al., 2005). . 5 . .
la media de la muestra y c?es la varianza estimada

Debido a la escasa informacion ecoldgica que  en un estudio piloto. Los ejemplares de A. deflorata
se tiene sobre esta especie y vista su importancia fueron medidos determinando la longitud total (Lt),

El tamafio de la muestra fue determinado
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Figura 1. Sectorizacion del &rea de muestreo de

A. deflorata en Caurantica, Peninsula de Paria,

Venezuela. F= Franjas, S= Sectores, NMM=

Nivel minimo de la marea, NMaM= Nivel

méaximo de marea.
estimada como la maxima distancia antero-posterior
de la concha, la altura (Al) o distancia entre el umbo
y el borde ventral y el ancho (An) o distancia entre
las dos valvas cerradas, con un vernier digital (0,01
mm de precision). El peso de la masa total (MT) de
cada organismo fue obtenido utilizando una balanza
analitica para determinar la ecuacion de crecimiento
relativo, las relaciones biométricas y la estructura
poblacional de la especie. Las longitudes fueron
distribuidas en intervalos de 2 mm Lty se elaboraron
histogramas de frecuencia mensual. El factor de
condicion (FC) se evalud por la formula: FC = (MT/
Lt%) x 100, donde: MT es la masa total y Lt la longitud
total.

La disposicion espacial, la biomasa y densidad de
la poblacion se evaluaron en muestreos intensivos
realizados en enero y febrero 2006. Para ello se
dividio la playa en sectores y franjas, y se evaluaron
los parametros mencionados en cada zona, utilizando
el coeficiente de dispersion expresado por CD = S?/
X, donde S?es la varianza 'y X la media, analizando la
significancia estadistica por una prueba t de Student
(Rabinovich, 1980). La distribucion binominal
negativa se utilizd para estimar el parametro de
agregacion K que oscila entre 0,5 y 3, siguiendo las
recomendaciones en Bliss y Fisher (1953). Para la
determinacién de la biomasa (g/m?) y la abundancia
(org/m?) de la especie, la masa y nimero de los
ejemplares fueron agrupados por sectores y franjas.
Utilizando lamedia de la densidad y la abundancia, asi
como el area de distribucion del recurso se determind
la biomasa total de A. deflorata en el area de estudio.
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Empleando la técnica de Box y Cox descrita en Zar
(1984), los datos de biomasa fueron transformados
a raiz cuadrada para corregir las desviaciones de
normalidad y homogeneidad de varianzas, en funcion
de comparar los sectores y franjas mediante un
ANOVA de dos vias.

La temperatura y salinidad se determinaron
mensualmente utilizando un termometro de mercurio
con 0,01°C de precision y un refractdmetro con 0,1%o
de precision. La asociacion de estos parametros
ambientales con la biomasa total y del tejido de
la almeja, asi como el factor de condicién, fue
determinado mediante la realizacion de una matriz de
correlacionde Pearson, siguiendo lasrecomendaciones
de Zar (1984).

RESULTADQOS

Se determind que la poblacion esta distribuida en
un amplio intervalo de tallas, desde los 10 hasta los
74 mm con promedio de 37,7 mm. Las distribuciones
mensuales de tallas fueron generalmente plurimodales
en la mayoria de los meses, a excepcion de marzo y
abril 2005 (Figura 2). La longitud total promedio de la
especie registro sus maximos valores en abril de 2005
y el menor en enero 2006. Desde marzo hasta agosto
2005 se recolectaron organismos con tallas mayores
de 26 mm; sin embargo, a partir de septiembre 2005,
comenzaron a agregarse a la poblacion ejemplares
con tallas menores que conformaron una moda
bien diferenciada. La distribucion total de tallas es
predominantemente unimodal con un pico maximo
de abundancia en la clase de 50-52 mm de longitud,
aungue se observaron dos pequefios picos secundarios
en las clases mayores (Figura 3).

La masa total promedio de los bivalvos presentd
los mayores valores en mayo 2005 y los menores
en enero del mismo afio, mientras que la masa de la
carne himeda (MCH) oscil6 entre 1,35 gy 3,12 g con
el méaximo valor en mayo 2005 y el minimo en enero
2006 (Figura 4).

La distribucién microespacial de la poblacion
fue de agregacion dentro de cada zona. EI maximo
valor del coeficiente de dispersion (CD= 25,62)
se obtuvo en la zona 1, mientras que el minimo se
observé en la 2 (CD= 8,64), siendo en todos los casos
significativamente superiores a 1 (P<0,001; Cuadro 1).
El indice de agregacion K, de la DBN siguid la misma
tendencia y oscil6 entre 0,85 en lazonaly 1,26 en la
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TaLLA (mm)

Figura 2. Distribucion mensual de frecuencias
de longitud de A. deflorata en la localidad de
Caurantica Peninsula de Paria, Venezuela.

zona 2 (Cuadro 1). En la distribucién espacial de la
poblacion se evidencia un incremento progresivo en el
promedio de la longitud total de los individuos desde
la zona 3 (31,17) en el nivel bajo de la marea hacia la
zona 1 (36,3) del nivel alto de la marea en el area de
muestreo. Sin embargo, en la distribucién por franjas
no se observd un patron definido, encontrandose las
mayores tallas en la franja 3 correspondiente a la zona
1 (Cuadro 1).

En los muestreos de enero-febrero 2006 la
biomasa de A. deflorata oscil6 entre 22 y 1.351 g/
m?, correspondiendo los valores mas elevados a
la zona 1 y la franja 3. Los valores de la densidad
(ind/m?) oscilaron entre 33 y 181 ind/m? (Cuadro
2). El promedio méas elevado de la biomasa (g/m?)
correspondié a la zona 3, mientras que la densidad
mas elevada se observé en la zona 1 (Cuadro 2),
estimandose una biomasa promedio de 400,33 g/m?y
una densidad promedio de 69,33 ind/m2.

El é4rea de distribucion de este recurso en la
localidad fue de 3.741,4 m?, siendo lazona 2 la de mayor
superficie, por lo cual la biomasa total del recurso se
estimo6 en 1,4 t y 232.535 individuos (Cuadro 2). No
se detectaron diferencias significativas en la biomasa

Cuadro 1. Parédmetros de distribucion espacial de A. deflorata obtenidos en la poblacion de
Caurantica. n= nimero de cuadratas, S?= varianza, X=promedio, CD = coeficiente de
dispersion. t = valor de t Student. P= significacion, K_=parametro de agregacion.

Zona

n

SZ

X

CD t. P K

1 28 601,96 23,5 25,6 90,5 <0,0001 0,86
2 22 109,26 12,6 8,7 24,7 <0,0001 1,26
3 24 216,39 15,8 13,7 46,6 <0,0001 0,95

Cuadro 2. Biomasa, densidad y abundancia total en cada una de las zonas de Caurantica.

Zona Biomasa Densidad Superficie Biomasa Abundancia
total total

g/m? ind/m? m?2 g ind

| 416,2 94,0 702,4 292.338,9 66.026

I 344,7 51,0 2.079,0 716.631,3 106.029

i 440,1 63,0 960,0 422.596,0 60.480

Promedio 400,3 69,3

Total 3.741,4 1.431.466,2 232.535
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Figura 3. Distribucién total de frecuencias de
longitud en A. deflorata

entre zonas (F= 0,38; P> 0,05), pero si entre franjas
(F=3,59; P<0,02). Igualmente tampoco se registraron
diferencias significativas en la densidad entre zonas
(F=0,57; P>0,05), pero si entre franjas (F=4,03;
P<0,01), aungue no hubo interaccion significativa
(F=0,35; P>0,05).

La relacion entre MT y Lt fue isométrica y
altamente significativa (P<0,001) con un r? de 0,93.
De la misma manera, las relaciones entre Al y An
de la concha con la longitud mostraron también unas
correlaciones altamente significativas (P<0,001) con
rz de 0,97 y 0,92, respectivamente (Cuadro 3).

La masa seca de la concha representd el 74% de
la masa total de la especie; igualmente la masa seca
deshidratada de la carne constituy6 entre 5y 6% de
la masa total con concha; finalmente la masa himeda
del tejido constituyd aproximadamente el 26% de la
masa total del animal.

El factor de condicion en laespecie oscilé entre 33,6
en mayo 2005 y 28,8 en agosto 2005, observandose
disminuciones en mayo-junio y julio-agosto de ese
afio (Figura 4).

La temperatura mostr6 menor variabilidad que
la salinidad en el periodo de estudio (Figura 5). Los
valores mensuales de temperatura presentaron el valor
maximo en septiembre 2005 (35°C) y el menor en
enero 2006 (27°C), mientras que la salinidad presento
una amplia variacion con maximos valores en marzo
2005 (35,3%) y minimo en agosto y septiembre 2005
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Figura 4. Variacion mensual del promedio del
factor de condicion (FC), masa de la carne
himeda (MCH) y masa total (MT) de A.
deflorata en Caurantica, Peninsula de Paria,
Venezuela.

(21,8%). EIl analisis de correlacion del promedio de
la masa total, masa himeda del tejido y factor de
condicion mensual con los parametros ambientales
indico que los mayores valores de correlacion del
coeficiente de Pearson se observaron con la masa
himeda del tejido y el factor de condicion, siendo
la salinidad el parametro que explic6 mejor la
variabilidad entre los meses, no asi la temperatura
(Cuadro 4).

DISCUSION

En la bahia de Caurantica y regiones similares
de la costa sur de la Peninsula de Paria, A. deflorata
vive enterrada en parches discontinuos de la arena
en la zona intermareal, a una profundidad de 10 a 15
cm, formando densas agregaciones cohabitando con
otro bivalvo Chione sp., el cual es menos abundante.
Estas especies se encuentran expuestas al régimen
semidiurno de mareas presente en la zona, razén por
la cual permanecen sumergidas por cortos periodos
de tiempo.

Elpatrondedistribucion mensual detallaobservado
en A. deflorata concuerda con el reportado en una
poblacion de Turpialito, Golfo de Cariaco (Marin,
1982). Igualmente los intervalos de tallas de esta
almenja en Caurantica y la estratificacion por zonas
fueron similares a los registrados por Domaneschi
y Shea (2004) en Florida Keys, EEUU. El aumento
progresivo de longitud desde la zona 3 hasta la zona
1 sugiere que la proporcion de individuos juveniles
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es mayor en la zona méas cercana al nivel mas bajo
de la marea. Este tipo de segregacion en el cual los
bivalvos mas pequefios tienden a distribuirse a mayor
profundidad también se ha reportado en Tivela
mactroides (Prieto, 1983) yen Cardiumedule (Stephen,
1953), sefialandose que se debe a la accion dindmica
del oleaje que tendria mayor poder de arrastre sobre
los juveniles, los cuales son transportados hacia areas
maés profundas. En otras especies como Mya arenaria
(Turner, 1952) y Mesodesma mactroides (Olivier et
al., 1971) se ha observado una situacion inversa en

el cual los juveniles son segregados a canales de baja
profundidad.

Las observaciones de campo indican que A.
deflorata posee una escasa movilidad en el area debido
a las caracteristicas del sustrato (grava, piedras) y la
profundidad a la cual se entierran (10 a 15 cm), que
si bien les protege contra depredadores (gasterépodos
y crustaceos), les impide emerger hacia la superficie.
Las investigaciones de Stanley (1970) y Berg y Alatalo
(1985) en las Bahamas indican que los movimientos
de las poblaciones de A. deflorata, solo se deben a
las alteraciones del habitat producidas por las mareas,
oleajes 0 movimientos catastroficos de largo término
gue pueden inclusive eliminar poblaciones enteras
por sofocacion o inanicion. Esta condicion muestra la
caracteristica de poca movilidad de la especie.

Los resultados de dispersién espacial concuerdan
con los reportados en el bivalvo T. mactroides en
Playa Guiria, Cartpano, Venezuela (Prieto, 1983) y
es caracteristico de bivalvos que habitan en la zona
intermareal como Mesodesma mactroides de Mar
Azul, Argentina (Olivieretal., 1971) y Anomalocardia
brasiliama en playas de Ubatuba, Brasil, en los cuales
la tendencia a formar grupos no guarda relacién con
la inclinacion de la playa ni con la granulometria del
sedimento (Shaffer, 1978).

Tanto la densidad como la biomasa promedio de
A. deflorata observada en esta zona fue inferior a la

Cuadro 3. Ecuaciones biométricas obtenidas en la especie A. deflorata en base a la masa
total (M), longitud (Lt) y ancho (An).

N a b r?
M - Lt 3570 0,0003 2,739 0,939
Al - Lt 3570 1,7507 0,565 0,973
An - Lt 3570 0,0862 0,412 0,921

Cuadro 4. Valores del coeficiente de correlacion de Pearson (r) en el
analisis de correlacion mdltiple entre los promedios mensuales
de masatotal (MT), masa hiumeda (MCH) y factor de condicién
(FC) y los pardametros ambientales, salinidad (S) y temperatura
(T). P=valores de probabilidad asociados a .

Parametros MT MCH FC r P
S, %o - 0,07 -0,15 - 0,40 0,85 0,001
T, °C 0,10 - 0,65 -0,73 0,12 0,25
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registrada para la misma especie en las Islas Bahamas
(Berg y Alatalo, 1985) que reportan una densidad
media de 35 individuos por 0,25 m2. Sin embargo, son
superiores a la informada para una poblacién de la
misma especie en Turpialito, Golfo de Cariaco donde
se registrd 34 ind/m? (Marin, 1982) y la informada
para el venérido Chione cancellata en areas someras
del Golfo de Cariaco (Prieto et al., 1998). En otras
especies de bivalvos que habitan en playas de alta
energiaen el norte del estado Sucre y del estado Nueva
Esparta como Tivela mactroides (Prieto et al., 1983;
Mendoza y Marcano, 2000) y Donax denticulatus
(Vélez et al., 1985) se han informado densidades
mucho mas altas. La baja densidad observada en
comparacion con la reportada por Berg y Alatalo
(1985) puede ser explicada por la intensa extraccion
de que es objeto la especie por habitantes de las zonas
vecinas quienes sefialan que diariamente pueden
extraer hasta un total de 500 almejas en unas 2 h de
trabajo manual (Marcano J, observacién personal).

Las relaciones entre los parametros morfométricos
(Lt, Al, An) fueron lineales y altamente significativas
resultando ser muy semejantes a las informadas por
Berg y Alatalo (1985) y Stanley (1970), aunque estos
ltimos autores utilizaron como variable dependiente
a la longitud que fue entre 1,6 y 1,7 veces la altura de
la concha.

La dispersion en parches discontinuos coincide
con las reportadas por Berg y Alatalo (1985), en
los cayos de la Isla Berry (Las Bahamas) quienes
reportan ademéas que A. deflorata se alimenta sélo
durante cortos periodos de sumergimiento que tienen
lugar con la marea alta.

Se encontrd6 una asociacion negativa de la
variabilidad de salinidad con la variacion mensual
del promedio del factor de condicion y la masa de la
carne, la cual puede ser generada por la variacion que
presenta este parametro debido tanto a las descargas
estacionales del rio Orinoco como a los aportes de
agua dulce de los riachuelos que desembocan cerca
del &rea durante la estacion de lluvias. No obstante, las
temperaturas fueron siempre elevadas y no muestran
una asociacion significativa con los parametros
de condicion. Esto sugiere poca influencia de la
temperatura en la condicion fisioldgica de la especie y
alavez unaaltaresistenciaalas elevadas temperaturas
registradas en el area de estudio (27 a 35°C). Son
necesarios estudios de respuestas fisiologicas en
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el organismo con un intervalo de temperatura para
verificar esta hipdtesis planteda.

Debido a la abundancia del recurso y a la
explotacion artesanal de que es objeto, se recomienda
continuar con los estudios biol6gicos y de evaluacién
de la especie para profundizar el conocimiento del
ciclo de vida, lo cual permitiria establecer medidas
regulatorias que mejoren la explotacion sustentable
del recurso en las diferentes zonas de la peninsula de
Paria, estado Sucre.
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RESUMEN

Se utilizé el método indirecto de la comparacion de las capturas de Pseudoplatystoma fasciatum por redes de
enmalle de 10 cm de abertura de malla con las capturas con redes de 7 cm de abertura para estudiar la selectividad,
empleandose 224 peces capturados con redes de 10 cm de abertura (30 - 84 cm de longitud total) y 76 peces
capturados con redes de 7 cm de abertura (28 - 51 cm de longitud total), en una laguna de inundacién del Orinoco
medio durante la época de sequia. Los parametros de selectividad se estimaron utilizando modelos log-lineal
en cuatro distribuciones estadisticas (normal con varianza comun, normal con varianza distinta, gamma y log-
normal), suponiendo para los dos casos de un poder de pesca igual para cada malla y otro proporcional al tamafio
de la malla. El valor mas pequefio de la varianza fue utilizado como criterio de bondad de ajuste de los modelos,
resultando el modelo normal con varianza distinta y un poder de pesca proporcional al tamafio de la malla
como el de mejor ajuste. La talla 6ptima de captura de P. fasciatum por las redes de 10 cm de tamafio de malla
fue 51 £ 8,9 cm de longitud total. Estas redes son frecuentemente utilizadas en la cuenca del Orinoco medio y
segun los resultados, el promedio de la longitud en las capturas es brevemente menor que el tamafo de primera
madurez sexual de la especie y gran parte de los peces capturados no tienen el tamafio minimo requerido por las
regulaciones de pesca.

Palabras clave: Administracion pesquera, Orinoco, Pseudoplatystoma fasciatum, red de enmalle, talla 6ptima.

Gillnet selectivity in the capture of barred sorubim
Pseudoplatystoma fasciatum in the middle Orinoco basin

ABSTRACT

An indirect method of the comparison of the captures of Pseudoplatystoma fasciatum by nets of 10 cm of mesh
opening with the captures with nets of 7 cm of opening was used to study the selectivity, being used 224 fish
captured with nets of 10 cm opening (30 - 84 cm total length) and 76 fish captured with nets of 7 cm opening (28
- 51 cm of total length) in a lagoon flood of the middle Orinoco during the dry season. The selectivity parameters
were estimated using log-lineal models in four statistical distributions (normal with common variance, normal
with different variance, gamma and log-normal), assuming for the two cases a fishing power equally for each
mesh and proportional to the size of the mesh. The smallest value in the variance was used as an approach of
kindness of adjustment of the models, providing the best adjustment the normal pattern with different variance
and a power of proportional fishing to the size of the mesh. The optimum size of capture of P. fasciatum for the
10 cm mesh was estimated at 51 + 8.9 cm total length. These nets are frequently used in the basin of middle
Orinoco and according to the results the average of the length in the captures is shortly smaller than the size of
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first sexual maturity of the species and great part of the captured fish don’t have the minimum size required by

the fishing regulations.

Keywords: Fishing administration, Orinoco, Pseudoplatystoma fasciatum, gilllnet, optimum size.

INTRODUCCION

Pseudoplatystoma fasciatum (Linnaeus, 1866)
y P. tigrinum (Valenciennes, 1840) constituyen dos
de las especies de bagres rayados mas conocidas del
género Pseudoplatystoma de la Familia Pimelodidae
de los peces agua dulce, ampliamente distribuidas en
las Cuencas del Orinoco y el Amazonas (Buitrago-
Suarez y Burr, 2007). En Venezuela estan incluidas
entre las de mayor importancia pesquera con un
desembarque de 4.678 t (15,5% de la produccion
nacional), s6lo superada por el coporo Prochilodus
mariae (Novoa, 2002).

De la produccién nacional de bagres rayados
aproximadamente la mitad proviene del Orinoco
(Novoa, 2002), resaltando en importancia la cuenca
del Orinoco medio por la presencia del puerto
pesquero de Cabruta (estado Guarico) como uno de los
mas importantes del pais (Novoa ef al, 1984), con un
promedio anual en los desembarques de 40 t (30% de
la composicion de la captura) y con predominio en las
capturas de la especie P. fasciatum (Gonzélez, 2002).
De alli que esta especie sea una de las mas explotadas
por la pesca artesanal de la cuenca del Orinoco
medio, sin que se conozca su estado de explotacion
y si ésta cumple con las medidas establecidas para
un buen manejo del recurso, segtin las Resoluciones
MAC 178 y 336 (Novoa, 2002) y lo indicado por
Copescal (1999). En este sentido, considerando que la
red de enmalle de 10 cm de abertura de malla es una
de las mas utilizadas para la captura de P. fasciatum
en la region del Orinoco medio (Gonzalez, 2002),
se propuso investigar su selectividad con miras al
conocimiento de un posible impacto sobre los peces
inmaduros. Esta selectividad permitiria ademas
el ajuste de las frecuencias de tallas en muestras
poblacionales tomadas con este tipo de red, con el fin
de realizar estudios sobre el crecimiento, mortalidad
y rendimiento sostenible de la especie, como otra
forma de manejo del recurso.

MATERIALES Y METODOS

El estudio se realizo durante el mes de noviembre
del 2004 (época de sequia) en la laguna Castillero
(7°39°09” N y 66°09°00”” O) del rio Orinoco medio
en Venezuela, una de las lagunas mas explotadas
por la pesca artesanal de la region ademas del canal
principal del Orinoco. La selectividad de la red de
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enmalle de 10 cm de abertura de malla, como red
experimental, se determind utilizando el método
indirecto de la comparacion de las frecuencias de
tallas en sus capturas, con las frecuencias de tallas
capturadas por una red de 7 cm de abertura. Para
ello se calaron de manera aleatoria cuatro pares de
redes de 10 y 7 cm de abertura en diferentes lugares
de la costa con vegetacion de la laguna durante 10
dias continuos, las cuales fueron revisadas cada
dos horas para recoger las capturas. Estas capturas
fueron registradas y totalizadas para cada tipo de red
midiendo individualmente los peces en su longitud
total (LT) en cm, determinandose posteriormente las
frecuencias por clases de talla de los peces capturados
por cada malla (Millar y Holst, 1997; Ozyurt y Avsar,
2002; Booth y Poots, 2006). Todas las redes tuvieron
las mismas caracteristicas de longitud (50 m) y altura
(2 m), asi como el mismo patréon de construccion
utilizado por los pescadores artesanales de la region.

Se utilizé el modelo log-lineal para estimar las
curvas de selectividad para ambas redes de manera
conjunta, considerandose cuatro distribuciones
estadisticas para el ajuste de los datos: normal con
varianza comun, normal con varianza distinta, gamma
y log-normal. Para cada una de las distribuciones
estadisticas se consideraron dos casos distintos:
poder de pesca igual para cada malla y poder de
pesca proporcional al tamafio de la malla (Millar y
Holst, 1997). El menor valor de la varianza estimada
para cada curva de selectividad fue utilizado
como criterio de bondad de ajuste de los diferentes
modelos utilizados. En cada modelo la formula de la
distribucion de la longitud de peces en la poblacion
no fue establecida, utilizdndose el principio de
similitud geométrica (Baranov, 1948) para estimar la
talla 6ptima de captura (moda) y su desviacion. Segun
este principio, la moda (,uj) y la desviacion (o) de la
curva son proporcionales al tamafio de la malla m,, de
tal manera que u, =k, m.y o, ’=k, mz donde £, yk
fueron los parametros de select1v1dad estlmados

El modelo log-lineal estandar fue representado por
la ecuacion log(V,) = log (p) +log (1)) + log (r (L)),
donde \ fue el Vafor esperado de la captura de peces
de longltud L por las redes de enmalle j, p. fue la
intensidad de pesca relativa de dichas redes (medlda
combinada del esfuerzo de pesca y el poder de pesca),
A, fue la abundancia de la clase de longitud L y r, (L)
la probabilidad de retencion de los peces de longltud
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L por la red j. El término log (rj (L) fue expresado
como igual a Zﬁi~fi(j,L), el cual denota un término
que es funcion solo de m, y/o L. El no establecimiento
de la formula de la distribucion de la longitud de los
peces en la poblacion y considerando una intensidad
de pesca relativa igual para cada tamaiio de abertura
de malla, permitié la representacion del modelo
log lineal como log(V,) = factor (L) + 2. 5; i) G.L)

; mientras que cuando se supuso una intensidad de
pesca relativa proporcional al tamafio de cada abertura
de malla, el modelo fue representado como log(V, )=
log(m) + factor (L) + Y. B | (,L). Esto con51derando
que la intensidad de pesca relativa dependio solo del
poder de pesca (tamafio de la malla m,) por cuanto las
redes fueron caladas con igual esfuérzo. El término
“factor (L)” denot6 que las clases de longitud fueron
fijadas como un factor en cada uno de los modelos
utilizados.

El término Zﬁi-L(j,L) fue especifico para cada
distribucionestadisticasegunlassiguientes ecuaciones
(Millar y Holst,1997; Millar y Fryer, 1999):

1.- Modelo Normal con varianza comun:
b-gtun- [ b} b 5)-(5))

a.- Selectividad = exp[%‘:_z‘”l,f_]

b-3pdG0 =& womy+ 5]

c.- Pardmetros: k y o.

2.- Modelo Normal con varianza distinta:

. 2
a.- Selectividad = exp[g_kk_l_m”_’zﬁ_]

27

c.- Parametros: &, y &,

3.- Modelo Gamma:

a.- Selectividad = —————i ]M exp( a1 - z%j )

b.- $810.L): [a-l]‘{ log ( ;L ) } + [ — ]{ = }

J k ’71/
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c.- Parametros: o y &

4.- Modelo Log-normal:

o . (log@y-stog( 22 )
a.-Selectividad: ot log(’rﬁ-‘l- )- C—

bor 55,1015 L} Hosctyton2) L tog: (2} +[1- 2} {2}

m 1 1

c.- Pardmetros: 4, y o

Los parametros de selectividad fueron estimados
a partir del ajuste de cada modelo, escogiendo para
el estudio aquellos pardmetros correspondientes al
modelo de mejor ajuste segun el menor valor de la
varianza.

RESULTADOS

Con las redes de 7 cm de abertura de malla
se capturaron un total de 76 peces de longitudes
comprendidas entre 28 y 51 cm LT y 244 peces de
tallas comprendidas entre 28 y 84 cm LT con las redes
de 10 cm de abertura de malla (Figura 1). En el Cuadro
1 se encuentran representados los resultados de las
distribuciones estadisticas consideradas para el ajuste
de los datos. El modelo log-lineal aplicado a la curvas
de selectividad Normal con varianza distinta fue el
que presentd el mejor ajuste de los datos (menor valor
de la desviacion), principalmente donde se supuso un
poder de pesca proporcional al tamafo de la abertura
de la malla. Los parametros de selectividad estimados
a través de este modelo tuvieron un valor de k, = 5,1 y
k,= 0,8 y fueron los utilizados para la determinacion
de la curva de selectividad. Seglin estos parametros y
el principio de similitud geométrica, la talla 6ptima
de captura de P. fasciatum por las redes de 7 cm de
abertura de malla fue 4 =5,1*7 =357 cm LT y u =
5,1*¥10 = 51 cm LT, con desviaciones estandar de ¢
—\/08*72 6,3 cmLTyo—\/08*102 8,9 cm LT,
respectivamente.

Se estimaron dos curvas de selectividad en forma
de campana cuyas modas correspondieron a las
tallas optimas de captura (Figura 1). El intervalo de
seleccion 6 ancho de las curvas (0,1% de retencion)
estuvo aproximadamente comprendido entre 20 y 47
cm LT para las redes de 7 cm de abertura y entre 31
y 70 cm LT para las redes de 10 cm. La altura de las
curvas representd la eficiencia de cada abertura de
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Cuadro 1. Parametros y desviacion del modelo Log-normal aplicado a las curvas de selectividad Normal
con varianza comun, Normal con varianza distinta, Distribucion Gamma y Distribuciéon Log-

normal.
Igual Poder de pesca Poder de pesca proporcional
Modelo Pardmetros Desv. Pardmetros Desv.
Normal con varianza comun (k,o)=(4,7,7,4) 18,56 (k,0)=(4,9;7,5) 18,56
Normal con varianza distinta (k,k)=(50,08) 1621 (k,k)=(5,1;0,8) 16,19
Distribucion Gamma (a, k)=(30,7;0,2) 18,56 (a, k)=(31,7;0,2) 18,56
Distribucién Log-normal (u,0)=(3,502) 21,65 (u,,0)=(3,6;0,2) 21,65

malla para la captura de los peces de talla optima y
fue de aproximadamente 0,70 para las redes de 7 cm
de abertura y uno para las redes de 10 cm de abertura
(Figura 1).

El andlisis de las desviaciones aplicado al modelo
de selectividad normal con varianza distinta y poder de
pesca proporcional a la abertura de malla comprob¢ el
ajuste satisfactorio del modelo a las tallas capturadas,
sin tendencias evidentes en el comportamiento de las
desviaciones a las diferentes tallas (Figura 2).

DISCUSION

La selectividad de las redes de enmalle puede
estimarse directamente a través de experimentos que
incluyan la captura y recaptura de peces marcados
en poblaciones de distribucion por tallas conocidas
como se ha hecho en las especies Stizostedion vitreum
vitreum (Hamley y Regier, 1973), Salmo trutta
(Jensen, 1995), Rutilus rutilus (Borgstrom, 1989) y
Oncorhynchus mykiss (Losanes et al, 1992). Aunque
la mayoria de los estudios de selectividad se han
realizado indirectamente a través de la comparacion
de las capturas de la pesca simultanea con redes de
diferentes variantes (aberturas de malla) ejercidas
con un mismo esfuerzo (Hamley, 1975; Millar y
Fryer, 1999). Para ello se han utilizado series de
redes de diferentes aberturas como en el caso de
Perca fluviatilis y R. rutilus (Anu, 2004), Cyprinus
carpio (Ozyurt y Avsar, 2005), Amblygaster sirm
(Karunasinghe y Wijeyaratne, 1991), P. fluviatilis
(Psuty-Lipska et al., 2006) y Stizostedion lucioperca
y Abramis brama (Machiels et al., 1994), asi como
pares de redes de mallas diferentes como en el caso
de Plagioscion squamosissimus (Gonzalez et al.,
2003), Cyprinus carpio (Ozyurt y Avsar, 2002) y
Stizostedion lucioperca (Balik, 1999). Los parametros
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de selectividad en cada uno de estos casos se han
estimado utilizando diferentes modelos de curvas
de selectividad como el modelo normal, log-normal,
modelo gamma, modelo de dos lados y el modelo
logistico (Hovgard y Lassen, 2000; Anu, 2004).

En el presente trabajo se compar¢ la captura de P.
fasciatum con una red de enmalle experimental (10
cm de abertura de malla) con la captura de una red de
7 cm de abertura como variante (Millar y Fryer, 1999;
Hovgard y Lassen, 2000; Anu, 2004), en cuyo caso el
modelo deregresion lineal de Holt (1963) ha sido el mas
utilizado para el estudio de la selectividad (Hamley,
1975; Sparre y Venema, 1995; Ozyurty Avsar, 2002).
Sin embargo, como este modelo de regresion lineal
tiene el inconveniente de ser especifico para curvas
de selectividad que siguen una distribucion normal,
ademas de no aplicarse a los datos completos de la
captura por cuanto excluye algunos datos de tallas
que no son lo suficiente representativos, como fue
el caso de P. fasciatum, se opto por la alternativa de
aplicar modelos log-lineal para curvas de selectividad,
los cuales son aplicables a curvas de selectividad
de diferentes formas y a la totalidad de los datos
incluyendo las pequefas capturas (Millar y Holst,
1997). Estos modelos de log-lineal tienen también la
ventaja de asumir que las varianzas de las dos curvas
de selectividad son distintas (contrario al modelo
de regresion lineal) y considerar un poder de pesca
proporcional al tamafio de la malla, lo cual resulto lo
mas adecuado en el presente caso.

Con el modelo de selectividad normal con
varianza distinta y poder de pesca proporcional al
tamafio de la abertura de malla se estimé una talla
optima de captura de P. fasciatum de 51,0 = 8,9 cm
LT para las redes dle 10 cm de abertura de malla.
Segun lo indicado por Ozyurt y Avsar (2002) una
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Figura 1. Curvas de selectividad de las redes de enmalle segin modelo
normal con varianza distinta y poder de peca proporcional a la abertura

de malla.
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Figura 2. Desviaciones del modelo de selectividad normal con varianza
distinta y poder de pesca proporcional a la abertura de malla sobre P,

fasciatum

pesca recomendable de P. fasciatum se lograria
cuando la talla optima de captura se ajuste a la talla
de primera madurez, lo cual aparentemente no fue el
caso de las redes de 10 cm de abertura de malla que se
utilizan comunmente en el Orinoco. Esta talla 6ptima
de captura fue aparentemente inferior a la talla de
primera madurez de P. fasciatum, estimada para el
Orinoco en 53 cm LT (Loubens y Aquim, 1986), 54
cm de longitud estandar para el bajo Apure y Arauca
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(Barbarino, 2005) y 39 cm de longitud estandar para
el rio Apure (Reid, 1983). Tallas de primera madurez
inferiores a la talla 6ptima de captura de P. fasciatum
por las redes de 10 cm de abertura de malla, también
han sido reportada para Laguna Grande (estado
Monagas, Venezuela) (Reyes, 1989), la cuenca del
Mamoré en Bolivia (Loubens y Panfili, 2000) y la
Guayana Francesa (Le Bail et a/, 2000).
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Aparentemente la talla de primera madurez de
P. fasciatum tiende a variar en diferentes regiones
y por lo tanto existe la necesidad de establecerla
exactamente para la region del Orinoco medio, para
comprobar si en realidad es afectada por el uso de
redes de enmalle de 10 cm de abertura de malla. Lo
que si es evidente es que este tipo de red en la region
del Orinoco medio esta capturando eficientemente
ejemplares de P. fasciatum que no tienen la talla
minima establecida por la ley de pesca, ubicada en 60
cm de longitud total con redes de 12 cm de abertura
de malla, segtin Resoluciones MAC 178 y 336 (Novoa,
2002). La determinacion exacta de la talla de primera
madurez de la especie permitiria establecer realmente
su talla minima de captura y por ende la abertura de
malla mas adecuada, ante la posibilidad de que estas
varien con las diferentes regiones del Orinoco como
se ha demostrado para el Amazonas (Barthem et al,
1995).

CONCLUSIONES

Las redes de enmalle que se utilizan en la region
del Orinoco medio para la pesca comercial de
especies como P. fasciatum deben estar disefiadas
adecuadamente para impedir la captura de peces
de inmaduros y cumplir con lo establecido en los
reglamentos de pesca, principalmente en lo que
se refiere a la talla minima de captura. La abertura
de malla de las redes para la pesca de P. fasciatum
se ha establecido segun la ley de pesca en 12 cm o
mas, sin embargo en la region del Orinoco medio
es comun el uso de redes de 10 cm de abertura que
capturan con mayor eficiencia peces de 51 cm de
longitud total, aparentemente inmaduros e inferiores
a la talla minima establecida por los reglamentos de
pesca. De no corregirse el uso de este tipo de redes
para la captura de P. fasciatum en la cuenca del
Orinoco medio, se estaria corriendo el riesgo de una
disminucion de la produccion en el futuro e incluso
una extincion comercial de la especie.
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RESUMEN

Esta investigacion evalud la eficacia del metronidazol y tinidazol utilizados para eliminar Trichomona muris en
hamsters infectados naturalmente provenientes de un bioterio convencional. Se seleccionaron 40 hamsters machos
positivos a Trichomonas muris, diagnosticados por demostracion del trofozoito en examen coprologico. Se les
administraron los antiparasitarios a concentraciones crecientes de 2,5 5,0 6,25 y 7,5 mg/mL por via oral en una
sola toma diaria por 5 dias. Posterior a estas aplicaciones se instaurd un segundo tratamiento, cuya dosificacion
fue 7,5 mg/mL, con dos tomas diarias. Finalmente, al culminar dichos tratamientos se les practicé la necropsia.
El resultado del primer tratamiento fue una desparasitacion del 20% al 6,25 mg/mL con el uso de tinidazol,
obteniendo igual resultado para metronidazol al 7,5 mg/mL. En adicion, el tinidazol fue eficaz en 40% al 7,5 mg/
mL. Con respecto al tratamiento 2 se logro el 50% de desparasitacion con metronidazol al 7,5 mg/mL y el 100%
con tinidazol a la misma concentracion. Los datos expuestos de manera descriptiva sugieren una baja actividad
de los farmacos utilizados y resistencia del parasito; sin embargo, se recomienda el uso del segundo tratamiento
aplicado y el realizar estudios prospectivos in vitro e in vivo e incluir los derivados sintéticos del nitroimidazole
para asi obtener un esquema de administracion eficiente en la eliminacion del protozoario.

Palabras clave: Metronidazol, tinidazol, hamster, Trichomonas muris, protozoarios.

Metronidazole and tinidazole effects on Trichomonas muris in hamsters

ABSTRACT

The main purpose of this research was to evaluate and compare metronidazole and tinidazole efficacy against
Trichomonas muris in hamsters naturally infected and raised under conventional bioterio conditions. There were
selected 40 male hamsters based on positiveness to 7. muris infection diagnosed for demonstration of the trofozoites
on the direct coprological observation. For this purpose metronidazole and tinidazole were administered daily,
initially given in one intake during five days at concentrations of 2.5, 5, 6.25, and 7,5 mg/mL by oral way during
five days. Thereafter, a second treatment was imposed with two intakes at 7.5 mg/mL. In the first five days of
treatment 1, it was obtained a 20% of parasite elimination using tinidazole at a 6.25 mg/mL concentration. A
similar response at was obtained by metranidazole at a concentration of 7.5 mg/mL. Additionally, tinidazole
efficacy was 40% at a concentration of 7.5 mg/mL. Regarding treatment 2, it was found 100% of effectiveness
for tinidazole at 7.5 mg/mL, whereas effectiveness for metronidazole was 50%, with an effective eradication
specter lower than the seven days period. It is evidence of a low efficacy of the drugs against tricomicide activity.
It is recommended to realize in vitro studies in order to evidence parasite resistance to synthetic drugs derived
from nitroimidazole and to stimulate the study and development of new alternative drugs able to proportionate
experimental models useful for research.

Keywords: Metronidazole, tinidazole, hamster, Trichomonas muris, protozoa.
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[INTRODUCCION

La experimentacion con animales de laboratorio
ha sido un factor importante en el avance y desarrollo
en las ciencias biomédicas, por lo tanto, las patologias
generadas por diversos microorganismos, en especial
los de origen parasitario, interfieren de manera
preponderante en la fiabilidad de los resultados de una
investigacion. Las enfermedades asintomadticas que
pueden presentarse en estos sustratos vivos no deben
pasar desapercibidas por parte del investigador, ya
que dichas infecciones pueden estimular significativas
alteraciones metabolicas y fenémenos adversos
que conducirian a modificar sustancialmente los
resultados obtenidos y a incrementar costos, duracion
del ensayo en el tiempo y recursos de toda indole
aportados por la comunidad cientifica. Aunado a
estos, se suman los gastos generados en sistemas de
prevencion y repoblacion de colonias animales. Tales
complicaciones se evitarian mediante la prevencion
y la erradicacion selectiva de organismos patdgenos
en el animal proveniente de bioterio (Zuniga et al.,
2001).

Las infecciones parasitarias por protozoos
presentes en las colonias de hamster de laboratorio,
representan un problema dificil de controlar y deben
ser solventados con el uso y administracion de los
quimioterapicos mas apropiados. El metronidazol
posee un espectro extraordinariamente amplio de
actividad antiprotozoica y antimicrobiana y ha sido
muy utilizado en los seres humanos y en animales,
siendo activa contra diversos protozoos parasitos
anaerobios y bacterias anaerobias. El mecanismo de
accion de los nitroimidazoles se refleja en la toxicidad
selectiva que poseen contra microorganismos
anaerobios o microaerofilos y por células anoxicas
e hipoxicas (Brunton et al., 2006). Después de la
administracion oral, el metronidazol es rapidamente
absorbido, al menos un 80% en menos de una hora. La
biodisponibilidad oral es del 100% y no se modifica
por la ingestion de alimentos. Las concentraciones
plasmaticas obtenidas, tanto con la administracion
oral como parenteral, son proporcionales a las dosis
administradas y dan lugar a curvas de concentracion
en funciéon del tiempo, muy similares. También es
buena la absorcion por via rectal (Fernandez, 2002).

Con respecto al tinidazol, al igual que el
metronidazol, es un derivado del nitroimidazole
(Fernandez,2002). Puede administrarse eninfecciones
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producidas por tricomonas, giardiosis y amibiasis,
infecciones por organismos estrictamente anaerobios
y mas alla de esta aplicacion, también se administra
en las inflamaciones de la encia (Ferreiro et al., 2001).
El tinidazol es un antiparasitario y antimicrobiano.
Comparte con el metronidazol el mismo espectro de
accion y efectividad, pero los diferencia el tiempo
de vida media util, siendo para el tinidazol mayor
que para metronidazol. Este 5-nitroimidazolico
reducido produce pérdida de la estructura helicoidal
del ADN del parasito con ruptura de sus cadenas
(Ferreiro et al., 2001). El nitrato del tinidazol
inhibe la biosintesis del ergosterol y otros esteroles,
impidiendo la desmetilacion del lanosterol. Daiia
la pared y altera la permeabilidad de la membrana
celular y como resultado, se produce pérdida de
elementos intracelulares necesarios para la vida del
microorganismo. También inhibe la biosintesis de
los triglicéridos y fosfolipidos y la actividad de las
enzimas oxidativas y perioxidativas acumulandose
concentraciones toxicas del peroxido de hidroégeno en
los organelos.

En animales de laboratorio las tricomonas pueden
infectar una gran variedad de huéspedes, siendo
las especies mas frecuentemente identificadas la T
minuta que afecta rata y raton, 7. microti 'y T. criceti
hamster, 7. caviae cobayo y T. muris rata, raton y
hamster (Cuba, 1982). Las infecciones por 7. muris
pueden ser diagnosticadas por los signos clinicos,
tales como enteritis y caquexia, en hamster infectados
y por demostracion del trofozoito en el contenido
fresco proveniente del ciego o colon, emitiendo
estos movimientos abruptos o tambaleantes muy
caracteristicos. En las muestras histopatologicas
preparadas con hematoxilina y eosina, provenientes
del ciego o colon de los hospedadores, se pueden
observar estructuras tefiidas, tal como el nucleo
o la pared celular pobremente tefiida del parasito,
apareciendo esta ultima plegada sobre si misma
(Lipman et al., 1999).

A nivel mundial, se han realizado investigaciones
sobre la accion de los antiparasitarios sobre el genero
Trichomonas, entre los que se destaca el efectuado en
Canadé donde se emplearon metronidazol, tinidazol
y dimetronidazol para estudiar la eliminacion de
Tricomonas en ratones de laboratorio. Los resultados
obtenidos mostraron resistencia al tratamiento con
dimetronidazol a concentraciones crecientes de la
drogay lograron eliminacién de la trichomonas al usar
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2,5 mg/mL de metronidazol o tinidazol suministrado
de la misma manera logrando el 100% de efectividad
(Roach et al., 1988).

Enesteensayo se describen losresultados obtenidos
al evaluar el efecto de metronidazol y tinidazol en la
desparasitacion de hamsters infectados naturalmente
con Trichomonas muris.

MATERIALES Y METODOS

La poblaciéon inicial de la cual se selecciond
la muestra para el presente estudio fue de 680
hamsters dorados (Mesocricetus auratus) criados en
el bioterio de Sanidad Animal del Centro Nacional
de Investigaciones Agropecuarias, perteneciente al
Instituto Nacional de Investigaciones Agricolas, en
Maracay, Aragua, Venezuela.

La muestra de la poblacion resultdé ser de 30
hamsters machos positivos a Trichomonas muris y
10 negativos, con 2 meses de edad y peso promedio
de 100 g, mantenidos individualmente durante toda
la experimentacion en jaulas de acero inoxidable
conteniendo como cama cascara de arroz estéril,
alimentacion ad libitum abase dealimento concentrado
(Ratarina®) y agua filtrada. Se practicaron medidas
higiénicas tales como: esterilizacion de jaulas,
bebederos y cama, se realizaron cambios una vez a la
semana de la cama de los animales.

La evaluacion de identificacion de protozoos en
animales para establecer el estado fisiologico, tanto al
inicio como durante el protocolo de investigacion, se
logré a través de la realizacion de necropsias; se toma
muestras del ciego e intestino delgado para efectuarles
el examen microscopico con solucion salina y detectar
la presencia de 7. muris, tomando como referencia lo
descrito por Lipman et al. (1999).

Se procedio a la aplicacion de los tratamientos
con metronidazol y tinidazol. El protocolo de trabajo
a la dosis terapéutica y administracion de las drogas
fue el utilizado en los estudios de Roach et al. (1988).
Para cada uno de los 4 grupos se seleccionaron al
azar 10 hamsters, asignados de la siguiente manera de
acuerdo a la dosificacion: grupo 1. No infectados y sin
administracion de fArmacos (control positivo), grupo
2. Infectados y sin droga (control negativo), grupo
3. Infectado y con dosificacion con metronidazol y
grupo 4. Infectado y con tinidazol. Las concentracién
de cada uno de los antiparasitarios fueron de 2,5 3,75
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5,0 6,25 y 7,5 mg/mL. Se evaluaron con respecto
a su actividad contra 7. muris. Las dosis de cada
farmaco fueron preparadas inmediatamente antes de
su administracion por via oral en una sola toma diaria
por 5 dias consecutivos. Luego, cada fAirmaco, a una
dosis de 7,5 mg/mL, se administro en dos tomas al
dia, una en la mafiana y la otra en la tarde, utilizando
una inyectadora de 1 mL. El Cuadro 1 presenta un
esquema de la aplicacion de los dos tratamientos y su
duracion usados para erradicar el parésito. Luego de
iniciado el tratamiento de cada una de las diferentes
concentraciones para los cuatro grupos, al 8 dia
de cada tratamiento se efectud el sacrificio de un
hamster por inhalaciéon con formaldehido. Se tomod
una muestra de ciego e intestino delgado para realizar
el examen coproldgico y detectar la presencia de T
muris.

Examen parasitolégico

Inicialmente, se realizd el examen microscopico
para determinar infeccién y realizar la seleccion de
los animales positivos a Trichomonas muris. En un
porta objeto se colocd separadamente una gota de
solucion salina al 0,85% y se cubridé con un porta
objeto de 22 x 22 mm y se observo al microscopio
con objetivo 10X y luego 40X. El diagnostico se
realizo mediante la demostracion de los trofozoitos
que permitieron observar la movilidad caracteristica
del microorganismo y la forma quistica indicativa de
resistencia.

Para determinar el porcentaje de desparasitacion
se utilizd una relacion semicuantitativa entre el grupo
tratado con metronidazol y el tratado con tinidazol
para determinar el porcentaje de eliminacion
parasitaria producida por los medicamentos. Para
tal fin, se dividio el campo visual del microscopio
en 4 cuadrantes, se contd la cantidad de parasitos
presentes en uno de los cuadrantes y se multiplico
por cuatro. Se realizd el contaje de trichomonas
para determinar el porcentaje de desparasitacion y
comparar los resultados obtenidos en los grupos III
con metronidazol y IV con tinidazol.

RESULTADOS Y DISCUSION

La prueba se inicio con la administracion de una
dosis terapéutica de 2,5 mg/mL de metronidazol y
tinidazol a los grupos III y IV, respectivamente, tal
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Cuadro 1. Representacion esquematica de los tratamientos utilizados para la erradicacion de Trichomonas

muris.

Dias

Grupo 111 Grupo IV

1

(O S SRS I ]

Metronidazol (2,5 mg/mL) Tinidazol (2,5 mg/mL)
1 toma diaria 1 toma diaria

6-7

Evaluacion

10
11
12
13
14

Metronidazol (3,75 mg/mL) Tinidazol (3,75 mg/mL)
1 toma diaria 1 toma diaria

15-16
17
18

Evaluacion

19
20
21
22
23

Metronidazol (5,0 mg/mL) Tinidazol (5,0 mg/mL)
1 toma diaria 1 toma diaria

24-25
26
27

Evaluacion

28
29
30
31
32

Metronidazol (6,25 mg/mL) Tinidazol (6,25 mg/mL)
1 toma diaria 1 toma diaria

33-34
35
36

Evaluacion

37
38
39
40
41

Metronidazol (7,5 mg/mL) Tinidazol (7,5 mg/mL)
1 toma diaria 1 toma diaria

42-43
44
45

Evaluacion

46
47
48
49
50

Metronidazol (7,5 mg/mL) Tinidazol (7,5 mg/mL)
2 tomas diarias 2 tomas diarias

51-52
53

Evaluacion Final
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como se muestra en el Cuadro 2. Los datos obtenidos
luego de esta dosificacion permiten definir que no hubo
disminucion de la carga parasitaria en ninguno de los
tratamientos utilizados. Tal resultado, contrasta con lo
referido por Roach et al. (1988), quienes demostraron
que el uso del metronidazol y tinidazol administrado
en el agua de bebida, a una concentracion de 2.5 mg/
mL fue eficiente en la eliminacion de 7. muris en los
ratones de laboratorio.

En vista de esto, se procedid a la aplicacion
del segundo tratamiento con una dosis mayor del
medicamento. Se repitié el protocolo variando la
concentracion de los medicamentos de 2,5 a 3,75 mg/
mL. Los resultados fueron similares ya que no se
observo disminucion de la carga parasitaria a dicha
concentracion. Nuevamente, se repitio el protocolo de
trabajo incrementando la concentracion a 5,0 mg/mL,
observandose movimientos lentos y atenuados de
los parasitos, pero sin eliminacion de estos para los
animales que fueron dosificados con metronidazol.
Por su parte, en los hamsters que recibieron tinidazol,
se evidencio un estado de latencia e inamovilidad
del trofozoito del parésito, pero sin eliminacion
del mismo. Una vez mas se repitio el protocolo de
trabajo con incremento de la concentracion de los dos
medicamentos a 6,25 mg/mL. Hubo una disminucion
de la parasitosis en 20% con el tinidazol. Sin embargo,
para el metronidazol no se evidencié disminucion ni
eliminacion de la parasitosis.

Continuando el ensayo y buscando la dosis
para la eliminacion de 7. muris se modifico la
concentracion de los dos medicamentos a 7,5 mg/mL
y se aplico la administracion de una toma diaria y
otro ensayo con la misma concentracion de 7.5 mg/
mL, pero con dos tomas al dia, una en la mafiana

Cuadro 2. Efecto antiparasitario de desparasitacion
frente a T muris del metronidazol y tinidazol
a distintas concentraciones.

Dosis Metronidazol Tinidazol
mg/mL %

2,5 0 0
3,75 0 0

5,0 0 0
6,25 0 20

7,5 50 100

75

y otra en la tarde. El porcentaje de desparasitacion
fue el siguiente: En la evaluacion de forma clésica se
observo una eliminacién de la parasitosis en una 40%
para los hamster tratados con tinidazol y un 20% de
eliminacion para los tratados con metronidazol, asi
como se muestra en la Figura 1. Sin embargo, en los
animales con 2 tomas diarias de los medicamentos,
se evidencio la eliminacion total del parasito para los
que recibieron tinidazol y solo una desparasitacion
del 50% para el grupo que recibié metronidazol.

La resistencia al metronidazol se ha estudiado
ampliamente en trichomonas en cepas aisladas
en laboratorio. En Canada, Cudmore et al. (2004)
realizaron un estudio sobre el tratamiento de las
infecciones causadas por Trichomonas vaginalis
resistentes a metronidazol. En cuanto al tratamiento,
la administracion por via oral o intravenosa les resultd

B

Figura 1. Examen directo del contenido intestinal
del ciego e intestino delgado de hamsters
tratados con tinidazol y metronidazol en (A)
una sola toma a la concentraciéon de 7,5 mg/
mL con metronidazol, 20% de desparasitacion
y (B) tinidazol, 40% de desparasitacion.



Vol. 26(1)

ZOOTECNIA TROPICAL

2008

eficaz en un 85 a 95%. La reinfeccion y otros factores
deben considerarse cuando el tratamiento falla.
Estos autores también refieren que el 5% de los casos
resultan consecuencia de cepas trichomona resistentes
a metronidazol. El grado de resistencia a la droga
puede ser ttil al estimar la dosificacion que puede
ser eficaz aumentando la dosis o combinando varios
farmacos. La informacion limitada sobre el efecto de
estas drogas hace cuestionable si estos tratamientos
son curativos o no. Meri ef al. (2000) realizaron una
investigacion sobre la resistencia de trichomonas al
metronidazol y describen cepas resistentes. Se han
hallado mecanismos metabdlicos de resistencia al
cultivar estas trichomonas tanto en aerobiosis como
en anaerobiosis.

La resistencia anaerobia al metronidazol se
observa solo en estudios de laboratorio en cepas de
T. vaginalis y T. foetus expuestas a concentraciones
crecientes del farmaco en el cultivo. A diferencia
de estas, existen cepas que muestran un tipo de
resistencia al metronidazol cuando estas son aisladas
y cultivadas en aerobiosis.

Dichas cepas resistentes al medicamento
contienen valores mas bajos de ferredoxina, proteina
que cataliza la reduccion del metronidazol en dichos
microorganismos. El hecho de que disminuyan los
valores de ferredoxina, pero sin que desaparezcan
del todo, quizas explica porque las infecciones con
las cepas mencionadas suelen reaccionar a mayores
y mas prolongadas dosis de metronidazol (Brunton et
al., 2006).

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

La  utilizacion del metronidazol como
antiparasitario de eleccion para la eliminacion de las
trichomonas en hamster no resultd ser efectiva, al
obtener solo una disminucion del 50% de los parasitos
a la concentracion de 7,5 mg/mL, administrandolo 2
veces al dia por 5 dias.

Se recomienda un tratamiento alternativo de
eleccion con la utilizacion del tinidazol por un
periodo menor a 7 dias a la concentracion de 7,5 mg/
mL, administrandolo 2 veces al dia por cinco dias.

La no determinacion de una dosis 100% efectiva
en este modelo experimental para eliminar esta
parasitosis in vivo permite recomendar estos ensayos
tanto in vivo como in vitro con la finalidad de
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determinar presencia o ausencia de resistencia frente
a Trichomonas muris bajo la accion de las azomicinas
(2-nitroimidazol).

Se sugiere continuar con el establecimiento de
una linea de investigacion basada en actividades
destinadas a la determinacion de un esquema de
administracion antiparasitaria frente a Trichomonas
muris que sea adecuado y eficiente, en funcion de
incluir y comparar en dichos trabajos, a saber: especie
animal, dosis terapéutica. via de administracion y
tiempo de dosificacion.
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