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Resumen

Con el objeto de dar inicio a un programa de transferencia de embriones como parte
de las estrategias para la propagacion y preservacion del ganado criollo colombiano,
tres vacas del hato BON de la Universidad de Antioguia han sido sometidas a
tratamiento para induccion de superovulacion (SOV). Dos vacas recibieron el esquema
de tratamiento con FSH-sintética y PGF2a; mientras que la tercera vaca recibid el
esquema de SOV usando PMSG. Durante el estro inducido por inyeccion de PGF2a
las vacas recibieron dos inseminaciones, con intervalo de 12 horas, con semen de
toros BON. A los 8 dias después del estro las vacas fueron sometidas al procedimiento
de lavado y recuperacion de embriones por método no quirurgico (Sonda de Rush);
los embriones se recolectaron en medio PBS-albumina bovina al 10%, se clasificaron
en estereoscopio y se sometieron a congelacion por el método de glicerol al 10%. De
las dos vacas tratadas con FSH sintética, la vaca 12-4 produjo 40 embriones fértiles
de los cuales 28 se clasificaron como clase I y de éstos se congelaron 17; la

&
* Articulo publicado originalmente en: Rev Col Cien Pec. Vol. 11: 1, pag. 37-44 / 1998.
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concentracion de P fue de 28.53 ng/ml y la de E de 6.33 pg/ml, medidas por
RIA y MEIA, respectivamente. La vaca 26-1 produjé 8 embriones viables, tres de
los cuales fueron de clase I y se sometieron al proceso de congelacién ; la
concentracion de P fue de 9.2Ing/ml y la de E de 34.96 pg/ml. Por su parte, la
vaca 24-8, tratada‘con PMSG, produjo 7 embtiones de regular calidad que no
se sometieron a congelacion; las concentraciones de P fueron de 6.86 ng/ml y
las de E de 47.05 pg/ml. Los resultados de estos tres ‘casos y en particular la
sorprendente respuesta superovulatoria de la vaca 12-4, sugieren una alta
variabilidad en la respuesta SOV de vacas BON bajo los protocolos de induccion
utilizados; ademads, representan el primer intento para obtener embriones viables
en el hato BON de la Universidad de Antioquia y para establecer el programa de
transferencia de embriones en esta raza criolla en peligro de extincién.

Palabras clave: Ecografia ovarica, Estradiol, Progesterona, Transferencia de em-
briones.

Introduccion

El ganado Blanco Oreginegro (BON) es una de las ocho razas de ganado criollo co-
lombiano que se encuentra en peligro de extincién (5). Esta raza representa un expe-
rimento de natura de mas 300 afios de evolucién (15) que se ha adaptado a las condi-
ciones del tropico manifestando una alta rusticidad, interpretada como resistencia a
enfermedades caracteristicas del trépico como ectoparasitos, endoparasitos y patégenos
intracelulares y una alta capacidad para sostenerse en pasturas de baja calidad
nutricional (2, 21). Esta raza represent6 una importante fuente de ingresos para los
campesinos de la zona cafetera del pais desde finales del siglo XVIII hasta mediados
del siglo XX, cuando la importaciéon masiva de ganados Bos indicus conllevé un
cruzamiento que absorbid la raza hacia el genotipo cebt (5). Como consecuencia de
ello, quedan tan solo unos pocos nucleos de ganados puros y de cruces con razas de
leche y razas carnicas, que no garantizan la preservacion de la raza para un futuro
lejano (17).

La Universidad de Antioquia ha puesto en marcha un proyecto multicéntrico (5, 15,
17), encaminado a caracterizar la rusticidad del ganado BON y a preparar un banco de
embriones para garantizar su propagacion y preservacion. EI Hato BON de la Facul-
tad de Medicina Veterinaria y de Zootecnia esta conformado por 35 vacas adultas, 11
novillas de vientre, 16 novillas de levante y 5 toros (67 animales en condiciones de
reproduccion). Con el fin de contribuir con los esfuerzos para propagar y preservar la
raza, se organizo un curso internacional sobre transferencia de embriones, en el cual
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se dio inicio a un programa de trasferencia de embriones de las vacas BON de Ia
Universidad de Antioquia. Los resultados del presente informe representan el primer
intento de superovulacion en el ganado BON de la Hacienda El Progreso, pertene-
ciente a la Facultad de Medicina Veterinaria y de Zootecnia de la Universidad de
Antioquia.

Materiales y métodos

El estudio se llevé a cabo en las instalaciones de 1a Hacienda El Progreso, corregimiento
de El Hatillo, Municipio de Barbosa (Antioquia) en el marco del “Primer curso inter-
nacional sobre transferencia de embriones y técnicas complementarias en bovinos”,
organizado por la Facultad de Medicina Veterinaria y de Zootecnia de la Universidad
de Antioquia y por Sembrio Ltda, en el mes de mayo de 1997.

Seleccion de las donadoras. Mediante palpacion rectal y evaluacion de registros
reproductivos se seleccionaron 12 vacas adultas ciclando normalmente, como
candidatas potenciales para el protocolo de superovulacion; se determind el estado
del ciclo estral y se procedi6 a aplicar PGF2a a cinco vacas con cuerpo luteo (Estrumate,
gentil donacion de Schering Plough; Cali, Colombia). Luego se observo la ocurrencia
del estro inducido por la PGF2a, por inspeccion visual durante los 4 dias siguientes a
la aplicacién del medicamento, o en ocasiones por palpacion rectal para aquellas va-
cas que no presentaron manifestaciones evidentes del estro. Finalmente, las vacas
identificadas con los niimeros 12/4 (36 meses de edad y primer parto), 26/1 (68 meses
de edad y dos partos, con intervalo entre partos de 807 dias), y 24/8 (9 afios de edad y
seis partos, con intervalo entre partos de 391 dias) fueron seleccionadas por las mani-
festaciones evidentes de calor, como las donadoras para el curso de transferencia de
embriones. Se anot6 la fecha de aparicion del estro, el cual se consideré como inicio
del ciclo de referencia para Ia induccion de superovulacion.

Tratamiento de induccion de SOV,

Esquema con FSH. Se utiliz6 el esquema de dosis constante (32 mg dosis total) ini-
ciando el dia 9 del ciclo de referencia (Dia O=estro inducido con PGF2a), cuando se
administraron dos dosis de 2ml (2 mg/ml) de pFSH (Folltropin, Vetrepharm, Canada)
cada una con intervalo de 12 horas ; este esquema se repitié los dias 10, 11 y 12 del
ciclo; el dia 11 del ciclo se administraron dos dosis de PGF2a (526 mg) con un
intervalo de 12 horas y el dia 13 del ciclo, dia en que amanecieron en calor, se inseminaron
en las horas de la tarde aplicandoles al mismo tiempo 2,5 ml (10 mg) de Buserelina por
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via intravenosa; a las 12 horas siguientes se les practico la segunda inseminacién arti-
ficial. La vaca 12-4 se insemind con semen del toro BON «Lucas» empacado en
pajilla francesa de 0.5 ml; la vaca 26-1 se insemind con semen de los toros BON «El
King» empacado en pajilla de 0.5 ml y «El Frosti» empacado ampolla de 0.5 ml, perte-
necientes a la Universidad de Antioquia.

Esquema con PMSG. EI dia +10 del calor de referencia de la vaca 14-8 se aplic6 una
dosis de 3000 UI de PMSG (Folligon, Intervet, Santafé de Bogot4) por via intramuscular
alas 9:00 AM; el dia +12 se aplic6 una dosis de 25 mg de PGF2a sintética (Dinoprost,
Upjohn, Kalamazoo MI) por via intramuscular, dividida en 15 mg en las horas de la
mafiana y 10 mg en las horas de la tarde (Con ocho horas de diferencia). A las 48
horas de la ultima aplicacion se observo el calor, el cual no fue muy manifiesto, y en las
horas de la tarde se hizo la primera inseminacién con semen conservado en pajilla
francesa de 0.5 cc; la inseminacién se complement6 con la aplicacién de 5 cc de
neutra-PMSG (Intervet, Santafé de Bogot4) por via venosa. La segunda inseminacién
se practicé al dia siguiente en las horas de la mafiana con semen conservado en ampo-
lla de 0.5 ml. El semen utilizado pertenecia a un toro de la raza BON llamado «Chiefking»,
de propiedad de la Universidad de Antioquia.

Evaluacion de los ovarios por ultrasonografia. A los ocho dias después de la
inseminacién de las vacas y previo al procedimiento de lavado para la recuperacién
de los embriones, las vacas fueron sometidas a un chequeo de los ovarios por
ultrasonografia, utilizando un equipo Aloka equipado con una sonda transrectal de
7.5 MHz de rayo lineal ventral. Las vacas se sujetaron en el brete y previa desinfeccién
de la region perineal y aplicacion de anestesia epidural baja, se procedi6 ubicar cada
uno de los ovarios para evaluar las estructuras ovéricas presentes, haciendo barridos
multidireccionales con la sonda ; ademas, se intentd hacer un conteo del ntimero de
cuerpos liteos presentes en cada ovario (8).

Lavado, recoleccion y clasificacion de embriones. Larecoleccion de los embriones se
hizo de acuerdo con el protocolo descrito por West y Donaldson (1982) de la siguiente
manera: ocho dias después de la presentacion del celo, las vacas fueron sometidas al
procedimiento de lavado y recuperacion de embriones por el método de catéter uteri-
no utilizando Sonda de Rush (7). Primero se lavé y desinfect la region del periné con
solucion yodada, se introdujo el catéter de Rush hasta el cuerpo del dtero y se fij6
inflando el balén de la sonda con 2.5-3 cc de PBS; luego se procedi6 a instilar 100m1
de medio de lavado (Vigro Complete Flush Solution, Albumina 1%; A.B. Technology,
Pullman, WA, USA), se hizo masaje continuo durante 5 min. sobre cada cuerno uteri-
no y se procedio a la recoleccién. Los embriones se recolectaron por sifonaje en un
recipiente con filtro para embriones (EMCON, Embryo Concentrator, Immuno System,
Spring Valley, USA); luego se recuperaron del filtro, se pusieron en caja de Petry de
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5cm2 (con cuadricula en el fondo). De alli se recolectaron y se pasaron a cajas de
Petry mas pequefias (Suspensién Culture Dish) para embeberlos en el medio Holding
(Vigro Holding ; A.B. Technology, Pullman, WA, USA) de la siguiente manera :

Holding No. 1 = recoleccion de todos los embriones

Holding No. 2 = se pasaron los embriones viables

Holding No. 3 = se pasaron los embriones calidad I y II (aptos para transferir o conge-
lar).

La clasificacion de los embriones recolectados se hizo en una escala desde I hasta V,
de acuerdo con el procedimiento descrito por INRA (Francia, 1982), donde: Clase I,
equivale a blastocisto joven o tardio; Clase II, equivale a Mérula tardia; Clase III,
equivale a Mérula temprana; Clase IV, equivale a blastocisto degenerado o Mérula
con menos de 16 células; y Clase V, embriones muertos, oocitos no fertilizados o
embriones eclosionados (7).

Congelacion de los embriones. Una vez clasificados los embriones y separados en
Holding limpio, se introdujeron en medio de congelacién (Vigro Freeze, PBS/Glice-
rol al 10%; A.B. Technology), durante 10 minutos ; luego se procedié a introducir las
pajillas de 0.25cc en el Freeze control (Cryologic Inc, Australia), previamente estabi-
lizado a -7°C ; alli permanecieron durante 7-10 minutos, se realizé la siembra de los
embriones y se dejé que el congelador procediera a congelar automaticamente a -
0.3°C /min hasta -35°C, cuando se introdujeron en nitrégeno liquido.

Cuantificacion de estrogenos y progesterona. El dia del lavado de los embriones se
tomo una muestra de sangre a cada una de las vacas con el fin de obtener el suero para
la cuantificacién de 17b-estradiol y progesterona. Las cuantificaciones se hicieron en
el Laboratorio Clinico de las Américas (Medellin) usando un estuche comercial para
cada hormona (Abbot, USA). La sensibilidad de la prueba fue de 0,2 ng/ml para
progesterona y de 25 pg/ml para 17b-estradiol, mediadas por las técnicas de RIA y
MEIA, respectivamente.

Resultados

La vaca 26/1, una hembra BON de dos partos con 68 meses de edad y un intervalo
entre partos de 807 dias, dio 7 embriones en el lavado de los cuales 3 eran de clase Iy
se destinaron para la congelacion. Por su parte, la vaca 12/4 una hembra de primer
parto de 36 meses de edad, tuvo una sorprendente alta respuesta al esquema utilizado,
gracias a lo cual se le recuperaron 40 embriones de los cuales 28 se consideraron de
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clase I; de éstos se decidié congelar 17 embriones para posterior transferencia, en
tanto que los restantes embriones se utilizaron para efectos did4cticos y académicos.
No obstante, la vaca 24/ 8 eon 9 afios de edad, seis partos y con un intervalo entre
partos de 391 dias, produjo 7 embriones, ninguno de los cuales fue apto para congelar
(tabla 1).

Tabla 1. Datos generales del esquema de superovulacién y la respuesta
superovulatoria de tres vacas BON al tratamiento con FSH porcina o con PMSG.

Vaca| Calor | FSH* | PGF2a | Calor | GnRH| IA |Lavado |Emb|Clase 1| Clase 2| Cong| Toro

ref
26/1|17/4/97| Desde |AM: PM| AM: | PM: | PM: | 9/5/97 | 7 3 0 3 El
27/4/97 1/5/97 | 1/5/97 | 1/5/9 Frosti/
Hasta AM: Rn
30/5/9 2/5/97
7/AM:
PM:

12/4117/4/97| Desde |[AM:PM| AM: | PM: | PM: | 8/5/97 | 40 | 28 12 17 | Lucas
26/4/9 | 28/4/9 | 30/4/97 {30/4/97{30/4/9

hasta 7 AM:
29/5/97 1/5/97
24/8%|17/4/97| AM: | AM: | PM: | PM: [PM: (9/5/97 | 7 0 0 0 Chi
24/4/97| 29/4/9 | 1/5/97 | 1/5/97 | 1/5/9 ef
(im.) 7 (1v)** | AM: King
21597

¢ Se administré pFSH (Folltropin)
* Se utilizaron 3000 UI de PMSG (i.m.) en dosis Gnica (Folligon)
**Se administraron Scc de Neutra-PMSG (i.v.).

En la ecografia oviérica se encontraron ovarios con un didmetro aproximado de 8 cm
que no alcanzaron a ser abarcados en su totalidad por un solo barrido con la sonda. E1
estroma ovarico se caracteriz6 porque se percibi6 en la imagen de una manera muy
tenue, ya que era eclipsado por una gran cantidad de estructuras liteas que se veian
como estructuras ovoides de 1.5-2 cm de didmetro. Estas estructuras, de aspecto
ecogénico en la imagen, ocuparon todo el campo de la pantalla e imposibilitaron la
deteccién de otras estructuras por debajo de ellas. Para obviar este inconveniente se
realizaron varios barridos del ovario en sentido craneo-caudal y medio-lateral, no
obstante al hacer el conteo de cuerpos liiteos la maxima cantidad fue de 8 CL en un
mismo ovario, situacién que no reflejé los resultados con la recuperacién de embrio-
nes (40 embriones en la vaca 12/4), que corresponderia al niimero minimo de ovula-
ciones y por ende de cuerpos liteos.
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De otro lado, la apariencia ecografica no fue tan definida como la de los cuerpos luteos
en plena actividad de la mitad del diestro, quizé por haber sido evaluados a los 8 dias de
edad, cuando todavia se podria considerar como un cuerpo liteo joven. Aunque la
apariencia ecografica de los cuerpos liteos y su tamafio no difieren de aquellos de
vacas ovuladas en condiciones normales y se detecta de manera muy clara por la
ecografia, hay que recalcar que la cantidad de cuerpos liteos detectados en estas
vacas sometidas a superovulacion, no permitieron que la ecografia fuera una herra-
mienta fidedigna para el conteo de estructuras luteinizadas.

En los ovarios también se pudo observar abundante cantidad de foliculos con un dia-
metro aproximado de 10 mm, los cuales no se pudieron contar por su ubicacién y la
cantidad de cuerpos liteos presentes. Estos foliculos quiza representen foliculos de
una nueva onda folicular desarrollada después del tratamiento para SOV, o bien,
foliculos que respondieron al tratamiento, pero que por alguna razén no ovularon ni
se luteinizaron.

Losresultados del analisis seroldgico indicaron que la vaca 12/4 present6 los mayores
niveles de progesterona y los menores niveles de estradiol séricos, lo que resulté en la
mayor relacion progesterona:estrogenos (P:E). Por el contrario, las vacas 26/1 y 24/8
presentaron los mayores niveles de estradiol y los menores de progesterona, lo cual
result6 en una relacion P:E de 0.26 y 0.15, respectivamente (tabla 2).

Finalmente, a las vacas 26-1 y 24/8 se les administré una dosis de 25 mg de PGF2a el
dia 15 del ciclo, en tanto que la vaca 12/4 no recibié6 PGF2a. Ninguna de las vacas
estaba en gestacion a la palpacién rectal efectuada a los 2 meses del lavado de los
embriones.

Tabla 2. Niveles séricos de 17-b-estradiol y progesterona en tres vacas BON
sometidas al protocolo de induccién de superovulacién.

Vaca Dia del ciclo | Progesterona | Estradiol | Relacién
(a) (ng/ml) (pg/ml) P.:E,

12/4 8 28.53 6.33 4.5

26/ 1 8 921 34.96 0.26

24/8 8 6.86 47.05 0.15

Promedio 14.86 29.44 1.6

a: Hace referencia al dia del lavado de los embriones.
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Discusion

Los resultados de las tres vacas estudiadas quiza representan la primera evidencia
sobre la respuesta del ganado BON al protocolo de induccién de superovulacién. La
respuesta al esquema de induccién utilizando FSH porcina resulté ser
sorprendentemente alta en la vaca 12/4, lo cual se constituye en un récord para nues-
tro grupo porque representa no solo el primer informe de respuesta superovulatoria en
esta raza, sino también el nimero mas alto de embriones recuperado en un solo lavado
durante 10 afios de experiencia de Sembrio Ltda. Sin embargo, en la literatura interna-
cional se ha informado de rangos de respuesta entre 0 y 40 ovulaciones (20).

Las diferencias en el nimero y calidad de los embriones observado en las tres vacas
estudiadas sugieren que, al igual que en las demés razas de ganado usadas para la
transferencia de embriones (1), el ganado BON presenta una alta variabilidad en la
respuesta al tratamiento de induccién de superovulacién. No obstante, los resultados
del presente informe tan solo representan la respuesta de un escaso niimero de vacas,
durante un solo lavado, por lo cual se debe tener mucha precaucién en la interpreta-
ci6én de estos resultados y se recomienda evitar su citacién como datos de referencia
para el ganado BON; ademas, no se ha encontrado en la litertura estudios sobre la
dindmica folicular en esta raza ni sobre respuesta a esquemas de induccién de
superovulacién para transferencia de embriones, a pesar de que existen al parecer,
esfuerzos de ganaderos particulares que no se han publicado atin. De ahi que estos
resultados implican un reto para dar inicio a un programa de transferencia de embrio-
nes en el que se incluya la mayor cantidad posible de vacas de la raza BON, en donde
se puedan estudiar varios protocolos de inducci6n de superovulacién, tomando como
referencia las dosis de hormonas informadas en la literatura para ganados Bos indicus
y B. taurus (1, 4).

Por tratarse de una sola observacion, es necesario resaltar que la baja respuesta de la
vaca 24/ 8 no se puede atribuir a la PMSG (6); esta vaca recibié una de las
inseminaciones con semen conservado en ampolleta que se encontraba congelado
durante mas de 10 afios; la dosis se descongel6 rapidamente a una temperatura de
37°C. Por este motivo es posible que el semen haya tenido algiin efecto en el bajo
numero de embriones recolectados. Gonzalez et al (1994) informan que este trata-
miento a la dosis de 3000 UI de PMSG y una dosis neutralizante de anti-PMSG mejo-
16 las tasas de ovulacién, el nimero de oocitos fecundados y de embriones transferi-
bles, pero los resultados de la vaca sometida al tratamiento con PMSG en nuestro
estudio, no se pueden comparar con estos resultados obtenidos en 21 animales (9).
Por consiguiente, las conclusiones sobre la respuesta del ganado BON a la PMSG
sélo se podran hacer en la medida en que el protocolo se evaltie en una muestra de
animales mas representativa.
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A diferencia de lo observado en la vaca 12/4 y comparada con ésta, la vaca 16/1
present6 una respuesta superovulatoria baja ; sin embargo, 7 embriones de clase I
pueden ser una respuesta excelente si se compara con los resultados obtenidos en
vacas de otras razas mas comerciales de ganado bovino (1).

Otro aspecto que se debe tener en cuenta para evaluar los resultados obtenidos en la
respuesta al esquema de induccién de superovulacion, es el estado reproductivo pre-
vio de las hembras sometidas al tratamiento (11, 12). Las vacas 12/ 4y 16/1 tenian 3
y 5.7 afios de edad, respectivamente, en tanto que la vaca 24/ 8 tenia 9 afios de edad al
momento de ser sometidas al tratamiento de SOV lo anterior podria sugerir que la
baja respuesta de la vaca 24/8 tiene alguna relacion con la edad avanzada de la vaca,
pero esta conclusién no se puede sacar con base en una sola observacion, no obstante
se puede tener en cuenta como criterio importante para evaluar la respuesta SOV de
vacas BON en estudios posteriores.

Otros resultados interesantes para resaltar son los hallazgos ecograficos y los niveles
séricos de estrégenos y progesterona. En primer lugar, seria de gran interés caracteri-
zar de manera mas detallada las estructuras ovaricas de las vacas sometidas al trata-
miento de SOV, porque esta alternativa nos podria orientar hacia posibles causas de
las fallas de los esquemas utilizados, porque permitirian relacionar la tasa de ovula-
cion reflejada en el nimero de cuerpos luteos, con los porcentajes de embriones recu-
perados; esto podria indicar si las fallas ocurrieron en la fertilizacién, o la recupera-
cién de los embriones. En segundo lugar, seria conveniente establecer los niveles
hormonales durante las fases del ciclo estral, asi como también el estudio de la dina-
mica folicular en respuesta al tratamiento de induccién de superovulacién. No obstan-
te, es posible que los altos niveles hormonales encontrados sean un reflejo cuantitati-
vo del nimero de foliculos que maduraron y de cuerpos liteos que se formaron en
respuesta al protocolo de superovulacion.

También cabe destacar que la relacion progesterona/estrégenos fue mayor en la vaca
12/4, lo cual podria estar relacionado con la alta respuesta en la produccién de em-
briones de esta vaca. Las altas concentraciones de estradiol halladas en las dos vacas
16/1 y 24/8, tomadas al dia 8 del ciclo, concuerdan con la observacién de un niimero
abundante de foliculos en la ecografia ovérica realizada el mismo dia. Una de las
preguntas que queda por resolver es si estos foliculos obedecen a una cohorte estimu-
lada por el tratamiento de SOV que no alcanz6 a ovular y no se luteinizo, o bien, si
representan una cohorte diferente que respondié de manera mas tardia a la fuente
exogena de FHS. De otro lado, se podria descartar que hicieran parte de la cohorte de
foliculos de la primera o segunda oleada del ciclo : en el primer caso, podrian repre-
sentar foliculos en proceso de atresia, mientras que en el segundo caso, representarian
foliculos en fase activa de crecimiento, a pesar de que esta tltima posibilidad no
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concuerda con los informes de la literatura que indican que la cohorte de foliculos de la
segunda onda del ciclo se hace evidente por ecografia entre los dias 9 y 10 del ciclo
(11, 12).

Lo anterior abre otra gran posibilidad de investigacién para caracterizar la dindmica
folicular (13) en el ganado BON, lo cual seria un aporte invaluable para los grupos
que estan trabajando por la preservacion propagacion del Ganado BON. EI conoci-
miento de la dindmica folicular podria ser de gran ayuda para los proyectos relaciona-
dos con el programa de transferencia de embriones (18), el desarrollo de las técnicas
de maduracién de oocitos (10) y desarrollo in vitro de embriones (14, 19) y el desarro-
llo de las técnicas de aspiracion folicular guiada por ultrasonido (3, 16, 22), todos los
que se podrian utilizar para la preservacion del ganado BON. Del mismo modo, servi-
ria para caracterizar el comportamiento de las novillas BON durante la pubertad, asi
como también la dindmica folicular de las vacas durante el posparto.
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Summary

With the purpose of contributing to establish an Embryo Transfer Program for the
propagation and preservation of Blanco Oreginegro (BON) Colombian Criollo Cattle,
three adult cows from the Universidad de Antioquia BON Herd were selected and
tested by using two different superovulation protocols (SOV). Two cows were injected
with a synthetic FSH source (Porcine-FSH) whereas the third cow was injected with
PMSG. At PGF2a-induced estrus the cows received two Artificial Inseminations (A I)
with 12 hours interval, using semen from BON Sires. Eight days after AI Embryos
were recovered in PBS-albumin by a non-surgical procedure using Rush catheter,
then classified by quality standards and finally frozen using 10%-Glycerol. Estradiol
and progesterone were measured at day 8 post IA by RIA and MELA. From the pFSH-
treated animals, the 12-4 Cow yield 40 viable Class I and II embryos from which 17
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out Class I embryos were frozen ; its P, and E, evels were 28.53 ng/ml and 6.33
pg/ml, respectively. The 26-1 Cow yield 7 viable with 3 Class I embryos being
frozen, its P, and E.levels were 9.21ng/ml and 4.96 pg/ml, respectively. However,
the PMSG-treated 24-8 Cow only yield 7 non viable embryos; its P, and E, levels
were 6.86 ng/ml and 47.05pg/ml, respectively. These three-case report and the
surprisingly high SOV response from 14-8 Cow suggest a high variability to
SOV-treatment in BON Cattle and represents our pioneer study designed to obtain
viable embryos from the BON Colombian Criollo Cattle, with the aim of the
Universidad de Antioquia to preserve this endangered Breed.

Key words: Embryo Transfer, Estradiol, Ovarian ultrasound, Progesterone.
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Analisis y caracterizacion de la
mortalidad en lactancia en ganado
Cebii comercial y BON x Cebi en la
hacienda La Candelaria (Caucasia,

Antioquia)”

O. Madrigal, Lazaro Valencia, M. Visquez, Juan G. Maldonado

Resumen

Para caracterizar las causas de mortalidad durante la lactancia en la Hacienda La
Candelaria de la Universidad de Antioquia y comparar el comportamiento entre ga-
nado BON x Cebui (BxC) y Cebii comercial (CCO), se realizo un estudio retrospectivo
con base en el andlisis de los registros desde 1990 hasta 1997. De un total de 475
nacimientos la mortalidad ponderada fue significativamente menor (p<0.05) en be-
cerros BxC (5,4 %) que en becerros CCO (19,6 %), con un promedio de 240 dias de
lactancia. Las causas y edad promedio de mortalidad detectadas incluyeron: debili-
dad de la cria, 25,4 % (8,9 dias); accidente, 15.5 % (27,8 dias); mortinatos, 15,5 %
(0,5 dias); desnutricion, 11,3 % (16,9 dias); infecciones, 9,9% (15,3 dias); y causa
desconocida, 17% (18,1 dias). No se encontré efecto del sexo en la mortalidad
(P>0,05). Los resultados sugieren que un alto porcentaje de las causas de muerte
podrian asociarse con fallas en el manejo de la cria durante el periparto; causas de
mortalidad clasificadas en los grupos de infecciones, debilidad, desconocidas y des-
nutricion, podrian tener alguna relacién con eventos de onfalitis. Los resultados de-
muestran ademds una notoria reduccion de la mortalidad en lactancia en el cruce
BxC y se podrian interpretar como un indicador de la rusticidad y adaptacion del

=
* Articulo publicado originalmente en: Rev Col Cien Pec. Vol 11: 2, p4g 72-80 / 1998.
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ganado BON. Estudios adicionales enfocados a caracterizar la respuesta inmu-
ne de las vacas y sus crias servirian para someter a prueba esta posibilidad.

Palabras clave: mortalidad, predeste, Bos indicus, Bovinos.

Introduccion

La productividad en la industria de cria de ganado para carne depende del niimero y el
peso de los terneros destetados, tomados en funcion de la eficiencia reproductiva del
hato, la mortalidad y la morbilidad (7). Las pérdidas por muerte y descarte de terneros
se constituyen en factores que limitan la productividad de las explotaciones, trayendo
como consecuencia pérdidas econdémicas importantes y eliminacién de animales con
un valioso potencial genético (6). La muerte perinatal de los terneros también se tra-
duce en grandes pérdidas econémicas en la industria del ganado de carne. El departa-
mento de agricultura de 16s Estados Unidos, demostré que los 2,786,300 terneros
muertos en 1991, equivalentes a una mortalidad del 8 % desde el diagnéstico de la
prefiez hasta el destete, representaban pérdidas por $ 976 millones de délares (18).

En Canad4, estudios realizados en ganaderias de carne han demostrado un riesgo de
mortalidad en las crias de aproximadamente el 14 % desde el nacimiento hasta el
destete. Segun los criadores de ganado de carne, las causas de cerca de 1/3 de las
muertes en los terneros fueron diarrea y enfermedades respiratorias y un 89 % de las
muertes registradas ocurrié en el primer mes de vida (7).

Estudios realizados en Venezuela revelan altas tasas de mortalidad entre los 30 y 60
dias de edad, donde los accidentes, la coccidiosis y la muerte repentina no diagnosti-
cada fueron las causas mas frecuentes de mortalidad (6).

Para Colombia la literatura informa datos de mortalidad aceptable del 8 % para gana-
do de carne, durante el periodo comprendido entre el nacimiento y el destete y del 4 %
en adultos (1); valores muy similares a los informados para la depresién momposina,
del 8.5 % para las crias, el 2.2 %para los adultos y el 3.3 %en general (12).

En la Hacienda La Candelaria de la Universidad de Antioquia, el porcentaje de mor-
talidad durante el periodo de lactancia se ha considerado siempre demasiado elevado,
razén por la cual se decidid realizar este estudio retrospectivo para analizar las causas
de muerte durante los tiltimos afios y correlacionar las diferentes causas con la edad,
la raza y el sexo del ternero. Los objetivos del presente trabajo fueron: 1) evaluar las
causas de mortalidad durante el periodo de lactancia; 2) definir los periodos criticos
de mortalidad; y 3) proponer un plan de prevencién y control de la mortalidad.
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Materiales y métodos

Los datos del presente trabajo fueron obtenidos en la Hacienda “La Candelaria”, pro-
piedad de la Facultad de Medicina Veterinaria y de Zootecnia, de la Universidad de
Antioquia, localizada en el municipio de Caucasia (Antioquia) a 19 Km. desde la
cabecera municipal, por la via que conduce a Nechi.

La regi6n pertenece al Bajo Cauca Antioquefio; presenta una temperatura promedio
de 26 °C, una altura de 50 m.s.n.m., una precipitacién promedio de 2400 mm3, una
humedad relativa del 75 % y pertenece a la zona de vida de bosque himedo tropical
(bh-T), segtn la clasificacién de Holdridge. La hacienda presenta una topografia en-
tre onduiada y pendiente, en mayor proporcién y plana, en una menor proporcion;
tiene un 4rea total de 264,65 Ha y un area efectiva de 181,66 Ha. Cuenta con praderas
mejoradas con Brachiaria humidicola, B. decumbens, B. dyctioneura, Carimagiia
(Andropogun gayanus) y Uribe (Hyphasrhenia rufa), establecidas en su mayoria, en
los ultimos 4 afios.

La raza predominante en la explotacion es el cebt comercial (91.29%) y en la actua-
lidad se estan manejando cruces BON x cebti (8.71%). El hato es un hato en expan-
sion en el cual, hasta el afio 1997 ingresaron animales provenientes de otras explo-
taciones; tan solo desde el segundo semestre de 1998 se puede asegurar que el 100%
de los nacimientos son becerros concebidos en la finca.

A las causas de muerte consignadas en los registros se les hizo la siguiente clasifica-
cién:

1. Debilidad, se incluyen todos aquellos casos en los que el animal presentaba debi-
lidad extrema y postracion y todas aquellas causas descritas como debilidad en los
registros de la finca, donde aparentemente el animal no mostr6 ningun signo clini-
co.

2. Desnutricién, se catalogaron las muertes donde los empleados de la finca reporta-
ron que el becerro no se alimentd, que presentaba muy bajo peso en el momento de
la muerte, o ambos.

3. Natimortos, se consideran aquellas crias que se encontraron muertas justo después
del momento del parto. A ninguna se le realiz6 necropsia.

2. Accidentes, incluye los ofidicos, las caidas, los golpes por otros animales y la
muerte en alambre de puas.

3. Infecciones, se consideraron la diarrea, la septicemia, la poliartritis, la bronconeumo-
nia y el tétano.

4. Causas miscelaneas, incluyen malformaciones y desaparecidos.
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Para este trabajo se analizaron los datos de la mortalidad en el periodo de lactancia,
registrados desde enero de 1990 hasta diciembre de 1997, teniendo en cuenta la edad
de la muerte, Ia causa, laraza y el sexo. El analisis estadistico usado para las causas de
morbilidad y mortalidad fue la prueba exacta de Fisher y para la mortalidad el ANOVA
de una sola via.

Resultados

En el periodo de estudio ocurrieron un total de 475 nacimientos para un promedio de
58 nacimientos por afio; del total de nacimientos 85 fueron de la raza BON x Cebu
(17,9%) y 390 de la raza Cebu comercial (82,1 %).

Morbilidad en lactancia. Las principales afecciones que demandaron la aplicacién
de tratamientos durante el periodo de lactancia fueron las infecciones del tipo onfalitis,
los abscesos en ombligos, la diarrea y la otitis media; los casos de debilidad fueron
reportados como sindrome de debilidad-desnutricidn; el accidente corresponde a un
accidente ofidico y otros casos aislados como rigidez de cuello y fotosensibilizacion
(tabla 1). No se encontré diferencia estadisticamente significativa entre los becerros
BxC y CCO (P>0.05), para la presentacion de morbilidad.

Mortalidad en lactancia. Los resultados de mortalidad en lactancia se tomaron de los
registros de la finca para un periodo de lactancia promedio de 240 dias; las causas mas
comunes de mortalidad y la edad promedio de su ocurrencia se indican en la tabla 2.
El afio de mayor mortalidad fue 1995 con un 20% y el de menor mortalidad fue 1990
donde se present6 una mortalidad de 6,1% (Figura 1).

Tabla 1. Morbilidad en lactancia. Hacienda L.a Candelaria 1990 - 1998

Causa Observaciones
CCo BxC Total
Debilidad 2 0 2
Accidente 1 0 1
Infecciéon 37 2 39
Otras 4 2 6
Total 44 4 48

P>0.05
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Las causas generales detectadas fueron debilidad, causas desconocidas, natimortos,
accidentes, desnutricién, infecciosas y otras (Figura 2); los resultados obtenidos se
describen a continuacion.

Mortinatos. Los mortinatos ocurrieron en promedio a los 0,5 + 6,5 dias de edad y
representaron un 13,6% de las causas de mortalidad en lactancia (Tabla 2). E1 afio de
mayor incidencia de mortinatos fue 1997 y los de menor incidencia fueron 1993, 1995
y 1996, cuando no se reporté ningun caso (Figura 3).

Causas misceldneas. Las causas miscelaneas de muerte se dieron en promedio a los
4.3 f 10,7 dias de edad y representaron un 5,6% de las causas de mortalidad en el
periodo de lactancia (Tabla 2). E1 afio de mayor incidencia fue 1995 y los de menor
incidencia fueron 1990, 1991, 1994 y 1996 (Figura 3). Las malformaciones equivalen
al 75% de estos casos y las desapariciones al 25%.

Debilidad. La muerte por debilidad del becerro ocurrié en promedio a los 8,9 £ 5,0
dias de edad y represent6 el mayor porcentaje de las causas de mortalidad en lactancia
(25,4%), como se presenta en la tabla 2. E1 mayor porcentaje de mortalidad por debi-
lidad se present6 en 1992 y 1993; mientras que el menor fue en 1990 (Figura 3).

Figura 1. Mortalidad en el periodo de lactancia. Hacienda La Candelaria.
1990 - 1997
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Figura 2. Porcentaje de mortalidad segiin la causa. Hacienda La Candelaria.
1990 - 1997
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Causas infecciosas. La muerte por causas infecciosas ocurri6 en promedio a los 15,3
+ 7,6 dias de edad y represent6 el 9.9% de las causas (Tabla 2). El afio de mayor
incidencia de muertes infecciosas fue 1997 y los de menor incidencia fueron 1990,
1991 y 1993 (Figura 3).

Desnutricion. Las muertes por desnutricion ocurrieron en promedio a los 16,9% 7,6
dias de edad y representan un 11,3% de las causas de mortalidad en lactancia
(Tabla 2). E1 afio de mayor incidencia fue 1997 y los de menor fueron 1991 y 1992

(Figura 3).

En total se observaron cinco (5.4%) muertes de animales de la raza BON x Cebt y 66
(17.1 %) muertes de animales CCO (Figura 4).

Durante los ocho afios evaluados el mes que present6é mayor mortalidad fue noviem-
bre, cuando se presentaron 14 muertes (19.7%) y el mes de menor mortalidad fue
Julio, cuando no se presentd ninguna muerte (Figura 5). Durante los meses de mayor
pluviosidad se observé la menor incidencia de mortalidad (Figura 6).
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Tabla 2. Causas de mortalidad segin la edad en dias. Hacienda La
Candelaria. 1990 - 1997.

Observaciones
Causa CCO BxC | Total | Porcentaje | Edad (dias)
Natimortos 11 0 11 15.5% 0,5+6,5
Otras 4 0 4 5,6% 43+10,8
Debilidad 17 1 18 25,4% 89+5,1
Infecciosas 5 ) 9,9% 15,3+7,6
Desnutricion 1 8 11,3% 16,9+7,6
Desconocida 12 0 12 17% 18,1+5.8
Accidentes 10 1 11 15,5% 27,8+6
Total 66 5 71 100% 13,1

Figura 3. Porcentaje de presentacion de las causas de mortalidad, segun el afio.
Hacienda La Candelaria. 1990 — 1997
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Discusion

Las tasas de mortalidad para el periodo de lactancia halladas en 1a Hacienda La Can-
delaria (14,8%) durante los ultimos ocho afios (Figura 1), se encuentran por encima
de los promedios generales de mortalidad para el periodo de lactancia, los cuales son
del 7,13%. Este valor se encuentra dentro del rango informado por varios autores, €l
cual es entre el 4 y el 15,7 % . En el trabajo publicado por Plasse et al (1994) realizado
en Venezuela en una zona intermedia entre el bosque seco y el bosque himedo tropi-
cal, se registré una mortalidad predestete del 6,6% (10). En Colombia se reportan
datos de mortalidad aceptables del 8% desde el nacimiento hasta el destete (1). En la
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region Momposina se han encontrado datos del 8,5% para la misma etapa de produc-
cion (9); y en algunas explotaciones del Bajo Cauca Antioquefio se reportan porcen-
tajes de mortalidad durante el periodo de lactancia de un 5% anual. Los resultados
obtenidos en el presente trabajo son muy semejantes a los descritos por Ganaba en
Canada (5).

El afio de mayor mortalidad en la Hacienda La Candelaria fue 1995 en el cual se
alcanz6 un 20% en el periodo comprendido desde el nacimiento hasta el destete y el
afio con menor mortalidad 1990 (6,1%) que se encuentra dentro de los valores norma-
les para la region y la etapa de produccion.

El porcentaje de mortinatos (15,5%) encontrado en la Hacienda La Candelaria, es
muy superior al reportado por Busato y colaboradores (2,5%) quienes dicen que el 44
% de todas las muertes ocurrieron en el periodo perinatal, durante las primeras 48 hde
vida (2). Toombs et al (1994), afirman que la mayoria de las muertes en becerros
ocurre en el periodo perinatal (primeras 24 horas de vida) y presenta datos de trabajos
realizados en Canada donde los mortinatos fueron el 1,7%; ademas, afirma que la
distocia es la causa mas comun (50 % de los casos) de la mortalidad perinatal y que
ésta incrementa el riesgo de los becerros para desarrollar enfermedades infecciosas

(13).

Rice (1994), publicé un estudio extensivo de perdidas perinatales y neonatales en el
ganado de carne, en donde indicé que el 69 % de todas las muertes presentadas desde
el nacimiento hasta el destete ocurren dentro de las primeras 96 horas de vida; y con
base en estudios de lesiones macroscopicas en las necropsias, el 64 % de esas muertes
fueron atribuidas a distocias. E1 impacto de la distocia sobre la mortalidad de los
becerros es mas dramatico si se incluye el niimero de mortinatos que no presentan
lesiones macroscopicas pero que probablemente murieron por acidosis y anoxia du-
rante o inmediatamente después del nacimiento (11).

Figura 4. Porcentaje de mortalidad de acuerdo con la raza. Hacienda La
Candelaria. 1990 1997
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De otro lado, existe la posibilidad en las vacas de la Hacienda La Candelaria, de
ocurrencia de algunas distocias leves que hayan tenido buen desenlace, pero donde el
becerro pudo sufrir anoxia o hipoxia durante el nacimiento y no recibi6 ayuda a tiempo.
En la distocia se pueden presentar severos desbalances acido - basicos como resultado
de una intensa y prolongada labor de contraccién, la inhabilidad para respirar y el
trauma durante la extraccion forzada. La hipoxia prolongada es una causa importante
de la muerte fetal durante la distocia y si no es fatal, puede ser un factor determinante
para la supervivencia (11).

Figura 5. Mortalidad por meses. Hacienda La Candelaria. 1990 — 1997
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Al analizar que en La Candelaria 1997 fue el afio en el que se presentd el mayor
nimero de mortinatos, es importante tener en cuenta que durante 1996 y 1997 entré
un gran nimero de animales prefiados a la explotacién proveniente de otras hacien-
das, en las cuales recibian un manejo distinto y una alimentacion diferente. Ademas
en la explotacion no se realiza una atencién permanente de las hembras proximas a
parir, las que quedan sin observacion hasta por mas de 12 horas, principalmente en las
horas de la tarde y nocturnas (este factor puede influir en la falta de registros sobre
presentacion de distocias), razén por la cual algunos de los becerros registrados como
mortinatos pueden haber presentado muerte perinatal temprana, diagndstico al cual
no se llegd debido a la falta de instruccion sobre la técnica de la flotacion del pulmén
para distinguir entre las dos. Asimismo, el neonato no recibe una adecuada desinfec-
cién del ombligo al momento de nacer sino que €sta, al igual que el consumo de
calostro, puede retrasarse durante varias horas después del nacimiento.

Los datos encontrados para causas miscelaneas en el presente trabajo (5,6 %) se con-
sideran elevados. Cabe anotar, que dentro de estas causas misceldneas se encuentran
los desaparecidos, que se resumen basicamente a un error de manejo en la explota-
cidén, pues en la fecha en que este becerro desaparecio el potrero destinado a la mater-
nidad estaba ubicado en limites con la carretera principal, donde el lote de animales
era susceptible a la accidon delictiva.

En la literatura se reporta que las malformaciones congénitas son causadas por facto-
res ambientales, genéticos o su interaccion (8).

El porcentaje de mortalidad causada por debilidad (25,4%), fue €l mas alto dentro de
todas las causas y ocurri6 en los primeros 9 dias de vida del becerro, datos que estan
dentro de lo dicho por Kasari (1994), quien reporta que la mayoria de las pérdidas en
terneros ocurre entre €l nacimiento y los primeros siete dias de edad (6). Rice (1994),
establecid que las distocias originan disminucién de la actividad fisica del becerro, con
debilidad o incapacidad para pararse y mamar, lo que contribuye a la alta mortalidad
perinatal o al “Sindrome del ternero débil” (11). Plasse et al (1994), reportan la desnu-
tricidén y la debilidad como causa de un 28 % de la mortalidad durante el primer mes de
vida del becerro (10).

Segtin Carstens (1994), la deficiente tolerancia al frio del ganado B. indicus es princi-
palmente notoria en los becerros recién nacidos, que ademas de ser menos tolerantes
al frio son mas susceptibles a generalizar condiciones relacionadas con el Sindrome
de ternero débil, a la hipotermia y tienen mayor predisposicién a la morbilidad y
mortalidad durante el periodo neonatal. Carstens (1994) hall6 que los becerros Brahman
débiles al nacimiento presentaron mayores concentraciones de cortisol que los bece-
rros normales (3).

186



Ganado BON

Sin embargo, en los datos obtenidos en la Hacienda La Candelaria se observé una
disminucion de la mortalidad en la medida en que aument6 la pluviosidad, lo que
puede estar relacionado con la calidad y disposicién de alimento y agua que se presen-
ta en el periodo de lluvias y con la ubicacién geografica de la Hacienda, donde por la
altura sobre el nivel del mar, la temperatura promedio y la clasificacion de la zona de
vida, las temperaturas no son muy bajas durante el periodo de lluvias y los becerros no
alcanzan a desarrollar hipotermia; mientras que en el periodo seco la baja calidad
nutricional de los pastos y la deficiencia de agua pueden ser factores que aumenten la
mortalidad.

La mortalidad por causas infecciosas (9,9%) se observé a los 15,3 dias de edad, en
promedio. Ganaba (1995), establecié que la mortalidad por diarrea y neumonia se
present6 principalmente antes de las dos semanas de edad (5). Busato (1997), afirma
que en el 50% de los analisis post mortem, los problemas respiratorios fueron la causa
de la muerte; que el 22 % de todos los terneros recibieron tratamiento médico veteri-
nario, al menos una vez, y el 36% de todos esos tratamientos fueron por causa de
diarrea, 26 %por enfermedad de tipo respiratorio y 15 % por problemas de ombligo
(2). Kasari (1993), afirma que las infecciones postnatales son mas importantes des-
pués de la primera semana de vida, cuando se presentan las diarreas, neumonias,
onfalitis o septicemias (7).

En general, todos los autores estan de acuerdo en afirmar que las principales causas
de infecci6én que originan mortalidad en el periodo comprendido entre el nacimiento y
el destete, son la diarrea viral bovina (DVB), la rinotraqueitis infecciosa bovina (IBR)
y la brucelosis (12).

La mortalidad por desnutricién (11,3%), ocurri6 en promedio a los 16,9 dias de edad
de los becerros, valores que estan por debajo de los reportados por Plasse (1994),
quien presenta datos de mortalidad por desnutricién predestete del 20,9%, entre los 4
y 30 dias de edad; y de 9,9% desde el dia 31 hasta el destete (10). Vale la pena aclarar
que en la explotacion los empleados prestan una especial atencion a aquellos becerros
que son abandonados por sus madres, utilizando hembras nodrizas para que los ama-
manten y proporcionando lactoremplazadores; aunque algunos de estos becerros son
renuentes a ingerir cualquier tipo de alimento y mueren por esta causa.

En el presente estudio las muertes por causas desconocidas (17%), que ocurrieron en
promedio a los 18,1 dias de edad, ocuparon un segundo lugar. Estos datos se asemejan
a los presentados por Ferrer (1995), quien hall6 una mortalidad del 15,7%; por la
misma causa, durante el periodo de lactancia, 75,3% de las cuales ocurrieron durante
los primeros 30 dias de vida; las muertes no diagnosticadas se presentaron alrededor
de los 90 dias de vida, con una incidencia del 4,2% (4). Mientras que Plasse reporta
muertes por causa desconocida del 26,4% entre los dias 4 y 30 de vida (10).
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Las muertes por accidentes ocurrieron a los 27,8 dias de edad y representan el 15,5%.
El afio de mayor incidencia fue 1997 y el de menor incidencia fue 1995. Para el
trabajo realizado por Ferrer y colaboradores (1995), los accidentes se presentan como
la causa mas frecuente de mortalidad en el periodo comprendido desde el nacimiento
hasta los 30 dias de vida (4). E154,6% de los accidentes ocurridos, se asociaron con la
presencia de matorrales dentro de los potreros. Es importante recalcar que en La Can-
delaria las mejoras de potreros se empezaron a partir de 1995. Los accidentes ofidicos
(27,3%), se presentan con relativa frecuencia en la regién. El 18,2% de los accidentes
en general, sucedieron en el corral de manejo.

Respecto de la raza el cruce BxC presenté una mortalidad ponderada (5,4%)
significativamente menor (P<0,01) que la raza CCo (17,1%). Estos datos podrian ser
un indicador de la rusticidad de la raza BON que se manifiesta con la heterosis del
cruce BxC y pueden originar estudios sobre este tema, teniendo en cuenta las distintas
proporciones que se pueden lograr en los cruces. Algo similar ocurrié con la morbilidad,
la cual fue menor en el cruce BxC (Tabla 1).

Conclusiones

Teniendo en cuenta las observaciones y los hallazgos obtenidos en la Hacienda La
Candelaria sobre mortalidad en el periodo de lactancia durante los tltimos 8 afios, se
deduce que las principales causas son debidas al manejo de la vaca en el periodo
periparto y a la atencion deficiente que recibe el becerro recién nacido. Durante las
épocas de verano es importante tener en cuenta la cantidad y calidad de los pastos y
agua disponibles para que las vacas reciban una adecuada nutricién y llenen los re-
querimientos necesarios para amamantar y levantar a los becerros en los periodos
SECOs.

Recomendaciones

o Mejorar la atencion de la vaca en el periodo periparto, observando en ella el instin-
to materno y la capacidad de produccién lactea.

o Prestar la ayuda necesaria en caso de ser un parto distocico y realizar las pruebas
necesarias para determinar si se ha presentado un aborto, natimorto o muerte perinatal
temprana. Atender al recién nacido en el momento del parto, realizando una cura-
cién de ombligo eficiente, teniendo en cuenta las recomendaciones sobre la distan-
cia de corte del ombligo y la forma de uso del yodo, que por las observaciones
realizadas se sugiere sea en una concentracion al 3 %, para evitar las onfalitis por
quemadura de tipo quimico.
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« Comprobar que el ternero recién nacido tenga la capacidad fisica necesaria para
ponerse de pie y realizar la primera ingestion de calostro durante el tiempo
preestablecido en la literatura (2 - 6 primeras horas postnacimiento).

o Atender y corregir la posicién de la cabeza y el cuello al suministrar leche o
lactoremplazador usando la botella, teniendo en cuenta que la posicién correcta es
la que adquiere el ternero en el momento de mamar naturalmente.

« Siempre que muera un animal se sugiere colocar las observaciones realizadas al
animal antes de la muerte, intentando mantener en el libro de mortalidad los diag-
nésticos exactos.

« Llevar correctamente el programa Hato, registrando en €1 los nacimientos, los trata-
mientos, las muertes y salida de animales, al igual que la informacién reproductiva.
Es importante tener en cuenta, que para poder hacer esto, se realice una capacita-
cién a la persona administradora o encargada en la Hacienda.
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Summary

In order to characterize the causes of calving to weaning mortality and to compare
BON x Zebu (BxC) and Commercial Zebu (CCO) performance during the lactation
period in the Hacienda La Candelaria of the University of Antioquia, a 1990 to 1997
record-based retrospective study was performed. From a total number of 475 calving
pondered mortality was significantly reduced (p<0.05) in BxC (5,4%) than CCO
(19,6%) calves, on a 240 days average of lactation. Causes and average age of detected
mortality included: calfweakness, 25,4% (8,9 days),; accident, 15,5% (27,8 days);
stillbirths, 15,5% (0,5 days),; undernourishment, 11,3 % (16,9 days), infections, 9,9%
(15,3 days); and unknown causes, 17% (18,1 days). No association was found between
sex and mortality (P>0,05). These results suggest that a high percentage of mortality
could be related to an inadequate management during the neonatal period. Causes of
mortality classified as infections, weakness, undernourishment and unknown could
be associated to omphalitis. In addition the results show a reduced mortality of BxC
crossbred during lactation and could be argued as a reflection of the rusticity and
fitness of BON cattle. Further studies, focused on the characterization of the immune
response of cows and calves, should serve to evaluate this possibility.

Key words: Preweaning mortality, Bos indicus, Bovine.
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Comportamiento durante el calor
y dinamica folicular interestral
en vacas BON (Blanco Orejinegro)

Damary Henao, Lina M. Carrillo, Martha Olivera-Angel

Fisiologia y Biotecnologia de la Reproduccion-BIOGENESIS
Facultad de Ciencias Agrarias, Universidad de Antioquia, Medellin, Colombia

Resumen

Para la propagacion del ganado criollo BON, que ha sido categorizado como
“vulnerable”, se ha recomendado la aplicacion de procedimientos biotecnologicos,
lo que requiere, para empezar, conocer la fisiologia reproductiva de esta raza. El
objetivo del presente trabajo es contribuir a dicha meta mediante la caracterizacion
del comportamiento folicular ovdrico durante el ciclo estral. A siete vacas horras,
ciclando regularmente, con condicion corporal entre 3 y 3,5, y con 2 a 7 partos,
pastoreando Estrella (Cynodon nlemfuensis), Brachiaria decumbens y gramas nativas
del género paspalum, se les practico seguimiento ultrasonogrdfico diariamente durante
dos ciclos estrales. La deteccion de calores se realizé mediante tres observaciones
diarias, cada una de 30 minutos (7 AM, 2 PM y 5 PM). Se detectaron cohortes de
foliculos a partir de 3 mm, con tasas de crecimiento (TC) de 0,04 mm/dia hasta la
divergencia, a partir de ese momento la TC de los foliculos subordinados fue de 1,1
yladel dominante de 2,1 mm/dia; el diametro de éste ultimo foliculo oscilo entre 10
y 23 mmy el del foliculo ovulatorio varié entre 13,5 mmy 17,6 mm. El intervalo entre
ovulaciones fue de 23 a 25 dias con tres a cuatro ondas foliculares y dominancias de
3-6 dias.

Palabras Clave: Biotecnologia, Calor, Estro, Ondas foliculares,

"
* Articulo publicado originalmente en: Rev Col Cienc Pec, Vol. 16: 2 / 2003.
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Summary

Clinical behavior during heat and characterization of the interestral follicular
dynamics in BON (Blanco Orejinegro) cows.

For propagation of BON criollo cattle which has been declared as vulnerable, the
application fo biotechnology has been proposed and this requires, necessarely the
characterization of the reproductive physiology of this breed. The objective of this
work is to contribute to this goal through the characterization of the follicular dynamics
during the estral cycle. Seven non-lactating regularly cycling cows, with corporal
condition 3 and 3.5, with a history of 2-7 parturitions and feeding on Cynodon
nlemfuensis, Brachiaria decumbens and native grasses, under traditional management,
were daily followed by ultrasonography and trhrough three 30-minute observation
(7am, 2 pm and 5pm) during two consecutive estral cycles. Cohorts of follicles were
detected starting at 3 mm, with growth rates of 0,04 mm/day up to the moment of
divergence. After this moment the growth rate of the subordinate follicles was 1,1 and
that of the ovolulatory follicle changed from 13.5 to 17.6 mm. The interval between
ovulations was 23-25 daysand the number of follicular waves was 3 or 4 with a
dominance of 3-6 days.

Key words: Biotechnology, heat, follicular waves, oestrus cycle.

Introduccion

El Ganado Blanco Orejinegro BON, es una de las ocho razas de ganado criollo
colombiano que se encuentran en peligro de extincion, después de sobrevivir durante
500 afios en las variadas condiciones del trépico colombiano (Lopez y col. 2001) (5).
Sus caracteristicas de adaptacion, tales como la rusticidad, que incluye la capacidad
para sostenerse en pasturas de baja calidad nutricional y la resistencia a enfermedades
infecciosas, la convierten en una alternativa de produccién importante en nuestro
medio (5,6,7). Actualmente los pocos niicleos de este ganado, con un total de 2886
animales, estdn distribuidos en 42 fincas, principalmente en los departamentos de
Risaralda, Antioquia, Cundinamarca y Caldas. Algunas entidades como el ICA,
Corpoica, la Universidad Nacional sede Medellin y la Universidad de Antioquia,
realizan esfuerzos para preservar y propagar esta raza, mediante la ejecucion de
proyectos de caracterizacion genética molecular, productiva y reproductiva; ademas
de posibles aplicaciones biotecnoldgicas relacionadas con transferencia de embriones
y determinacion de genes de resistencia a diferentes enfermedades (6,10,12,13).
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El objetivo del presente trabajo fue caracterizar el comportamiento de la vaca BON,
durante el calor y la dindmica folicular interestral; esto es, el nimero de ondas
foliculares, el diametro de los foliculos dominantes y subordinados, la asociacion
entre el intervalo interovulatorio y el nimero de ondas foliculares. Esta informacién
sera de gran ayuda para el prop6sito de propagacion que necesariamente debera incluir
procedimientos biotecnoldgicos tales como inseminacién artificial, fertilizacion in
vitro, y transferencia de embriones.

Dindmica Folicular

Durante el ciclo estral del bovino se presentan cambios caracteristicos en la morfologia
ovarica. Cerca al momento del estro el foliculo ovulatorio alcanza un gran tamafio y
produce cantidades importantes de estradiol, hasta inducir el pico preovulatorio de
LH. En este momento un grupo de foliculos pequefios comienza a crecer lo que se
llama onda folicular. De este grupo de foliculos, uno solo foliculo se selecciona y
contintia creciendo, mientras los otros se atresian. Como hay presencia de cuerpo
liateo, por la ovulacién precedente, este foliculo pierde la dominancia y emerge otra
onda folicular (Revisado por Wiltbank y col. 2001) (19). El nimero de ondas foliculares
determina la longitud del ciclo estral, y se reporta que en ganado de leche el ciclo es
de 18 dias promedio en vacas que presentan dos ondas, 21 dias cuando se presentan
tres y 10 dias cuando se presenta sélo una onda (Ginther y col. 2001) (2).

Comportamiento Estral

El reconocimiento del comportamiento de la vaca durante el estro permite el disefio
de programas biotecnolégicos como la inseminacién artificial, el transplante de
embriones y la monta controlada. El clima, la raza, el sistema de manejo, el grado de
interaccion social del hato influyen sobre la conducta, lo que ayuda o dificulta la
determinacion del ciclo (Maiy col. 2002) (8).

Materiales y Métodos

Lugar del estudio. El estudio se realizé en la Hacienda experimental de la Universidad
de Antioquia, ubicada geograficamente entre latitud 6°,37°,30"" norte, 75°,11°,29” oeste,
altura promedio de 1000 msnm y temperatura promedio de 28°C.

Animales. Se seleccionaron siete vacas BON adultas, vacias, ciclando normalmente,
con condicién corporal de 3 a 3,5 (escala de 1-5), con una condicién de paridad de 2
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a 7 partos, pastoreando pasto Estrella (cynodon ), Brachiaria decumbens y gramas
nativas del género Paspalum.

Las vacas fueron examinadas diariamente mediante ultrasonografia transrectal, durante
dos ciclos consecutivos, utilizando un ecégrafo de tiempo real y modo B (Aloka
500), dotado de una sonda transrectal de 7,5 MHz. Durante cada examen, los ovarios
fueron observados cuidadosamente, en al menos dos planos diferentes y las lecturas
se grabaron en video para su posterior interpretacion con la técnica descrita por Savio
y col. 1988 (16) Este examen fue realizado siempre por la misma persona.

La tasa de crecimiento folicular se calculé tomando el diametro maximo alcanzado
por el foliculo, menos el didmetro el dia de su primera deteccion, divido por el nimero
de dias de vida del foliculo. La determinacién del perfil de dinamica folicular para
cada animal (nimero de ondas interestrales) se baso en el analisis retrospectivo de los
datos obtenidos en la ultrasonografia de cada foliculo detectado a partir de 4 Mm. La
observacion la realiz6 un profesional, durante 30 minutos, tres veces al dia (7AM, 2
PM y 5PM); con la ayuda de un toro vasectomizado portando un chin ball que estuvo
permanentemente con las vacas.

Andlisis Estadistico

Se aplicaron pruebas de estadistica descriptiva paramétrica a las diferentes variables:
diametro del foliculo dominante (FD) y foliculos subordinados (FS), intervalo
interovulatorio, tasa de crecimiento para el FD y FS y pruebas de rangos para expresar
los intervalos.

Resultados y Discusion

En total se observaron catorce ciclos estrales, de los cuales cuatro presentaron un
patrén de 4 ondas de crecimiento folicular (29%) y los otros 10 (71%) 3 ondas (véase
grafica 4). El promedio de longitud del ciclo, en vacas con patrén folicular de 3 ondas
fue de 21.75 dias y de 4 ondas 25.5 dias. Esta presentacién en mayor proporcion de
tres ondas foliculares y en algunos casos cuatro, difiere a lo encontrado en ganado
especializado, en donde la mayor frecuencia es de 2 a 3 ondas foliculares con un 80%
de presentacion del primer patrén (Taylor y Rajamahendran 1991; Townson y col.
2002) (17,18).

La caracterizacion de las ondas foliculares y la longitud del ciclo estral se resumen en
latabla 1. Los foliculos fueron detectados a partir de los 4 Mm. y su tasa de crecimiento
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oscil6 entre 0,06 a 0,88 Mm./dia. A partir de la divergencia el foliculo dominante
crecid a tasas entre 1,0 y 1,1 Mm./dia, y el foliculo ovulatorio auna velocidad de 2.14
Mm./dia. Hay diferencia entre la tasa de crecimiento del foliculo ovulatorio encontrado
por Towson y col 2002 de 1.2 Mm./dia, con la del BON en la que practicamente se
duplica este valor (2.14 Mm./dia). (18)

Tabla 1: Tasa de crecimiento folicular, longitud del ciclo estral de acuerdo al
nimero de ondas

Tasade crecimiento =~ Rango del didmetro Longitud del = Promedio

Mm./dia Mm. ciclo estral en dias
ES FD FO FO FD 21.75 25.5
0.06-0.88 1.0-1.1 2.14 11-19.5 10-23 tres ondas cuatro ondas

FS: Foliculo subordinado, FD: Foliculo dominante, FO: Foliculo ovulatorio

La longitud del ciclo estral de las vacas que presentaron 3 ondas (21.75 dias) concuerda
con lo reportado por Ginther y col. 2001 y Kastelic 1994, pero no con lo reportado
con Taylor y Rajamahendran en 1990 y Towson y col 2002 quienes encuentran 29.7
dias de duracién del ciclo, en vacas con tres ondas (2,4,17,18). Se ha propuesto que
hay predisposicion genética en la frecuencia de presentacién del nimero de ondas
foliculares, pero en estudios realizados en ganado Brahman esta presentacion o patrén
varié y fue asociada con factores ambientales y nutricionales (Rhodes, 1995; Ruiz y
Olivera, 1999) (14, 15).

Para comparar el tamafio y duracion en dias del foliculo dominante, se determino el
promedio del didmetro méaximo alcanzado en siete de los catorce ciclos (véase tabla
2). La duracién de la dominancia folicular para los animales que presentaron tres y
cuatro ondas fue similar. El promedio del diametro del foliculo ovulatorio en vacas
con tres ondas es similar al promedio del foliculo ovulatorio reportado por Wiltbank y
col. 2001 (19) en vacas lecheras lactantes Holstein y por Murphy y col. 1990 (11) en
vacas de carne con patrén de dos ondas. Esto contradice los hallazgos de Ginther y
col. 2001 (2) quienes encuentran que en novillas Holstein con tres ondas foliculares,
el tamafio del foliculo ovulatorio es de 13.9 Mm. El foliculo ovulatorio de la cuarta
onda mantiene el tamafio de las ondas anteriores y no es posible hacer comparaciones
con otros datos de la literatura, ya que no existen reportes de cuatro ondas foliculares
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Tabla 2: Duracién en dias del foliculo dominante en cada onda y promedio del
didmetro maximo del mismo

Onda1(F1) Onda2(F2) Onda3(F3) Onda4 (F4)

Diametro del
foliculo dominante 15:74£3 16.5+3 17.5+£2.4 16.7+£1.2
Duracién dias 6.6£2.4 6.0+ 1.5 8.1£2.8 7+1.4

El diametro promedio del primer foliculo dominante (F1) fue menor en nuestro estudio,
con relacion al reportado por Ginther y col. 1989 (3), cuyo promedio fue de 17.1£0.5
para vacas con patrén de dos ondas y 16+0.4 para vacas de tres ondas foliculares. No
ocurri6 lo mismo en el caso del segundo foliculo dominante (F2) cuyo promedio fue
mayor al reportado de 12.9 0.7 (ver tabla 2).

La duracién del foliculo dominante es menor que lo reportado por Ginther y col. 1989
(3) lo que explicaria la aparicion de la tercera onda folicular, sin que se alargue el
intervalo interestral. Sin embargo las vacas con cuatro ondas foliculares si muestran
un intervalo interestral mas largo. Esto podria deberse a una mayor duracién de la
funcionalidad del cuerpo luteo, lo que en nuestro estudio no fue medido
minuciosamente.

Los signos del comportamiento durante las diferentes etapas del estro se describen en
las graficas 1,2 y 3, y se comparan con lo reportado en otros ganados Bos taurus
diferentes al BON. La observacion detallada de los signos de calor demostré que
siempre se presentan signos y reflejo de permanencia, sin embargo, es muy claro que
en las tres etapas del calor se presentan menos manifestaciones externas que en otros
Bos taurus tanto de leche como de carne (ver grafica 1, 2, 3).

Grafica 1: Manifestaciones externas del comportamiento sexual durante el proestro
en Bos taurus y BON
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Grafica 2: Manifestaciones externas del comportamiento sexual durante el estro
en Bos taurus y BON
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Grafica 3: Manifestaciones externas del comportamiento sexual durante el posestro
en Bos taurus y BON
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Grafica 4:Dinamica folicular interestral en una vaca BON
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El reflejo de permanencia, que es el que determina el paso de proestro al estro, se
presentd 24 horas después de iniciados los signos; a diferencia de Bos taurus que
presenta este reflejo maximo a las 18 horas de manifestado los primeros signos de
calor (véase grafica 1); sin embargo la duracion de este reflejo fue de dos horas menos
en vacas BON que en Bos. taurus (ver grafica 2).

Estas variaciones obligan a modificar el esquema del momento 6ptimo para la
inseminacion, pues no puede utilizarse el esquema de AM-PM; factor que podria
estar contribuyendo a los bajos indices de fertilidad (189 dias abiertos y 472.1 dias de
intervalo entre partos) Duque 1998 (1) cuando se utiliza la inseminacién artificial en
BON. Es necesario observar con mas frecuencia y mas intensidad la presentacion de
calor, y se debe inseminar una vez terminado el reflejo de permanencia. El inicio
tardio del reflejo de permanencia, en estas vacas, podria explicarse por la presentacion
de un mayor numero de ondas (ver grafica 2).

La inseminacion se hizo al terminar el reflejo de permanencia y la tasa de prefiez fue
del 100% al primer servicio, para ambos patrones de crecimiento folicular Otros
estudios han reportado menor fertilidad cuando se comparan dos y tres ondas. Se
deduce que al haber menor niimero de ondas hay un periodo prolongado de desarrollo
folicular (Towson y col. 2002) (18); asi podemos concluir que no hay diferencia en la
tasa de prefiez cuando se presentan tres o cuatro ondas foliculares.

Este es el primer estudio de caracterizacion de la dinamica folicular en ganado criollo
Blanco Orejinegro y los resultados permiten conclusiones importantes para la
estandarizacion y aplicacién de procesos biotecnolégicos.

Agradecimientos: este proyecto fue financiado parcialmente por el Comité de Desa-
rrollo de la Investigacion CODI y el grupo Fisiologia y Biotecnologia de la Reproduc-
cion, de la Universidad de Antioquia
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Produccion de embriones F1 BON,
para la caracterizacion del
doble propésito y como apoyo
a las cadenas lactea y carnica

Martha Olivera Angel, Dr. Sci. Agr.

Fisiologia y Biotecnologia de la Reproduccion,
Grupo de Reproduccién-BIOGENESIS,
Facultad de Ciencias Agrarias, Universidad de Antioquia

Resumen

Este ensayo presenta informacion en el sentido de que la produccion y el consumo de
leche estdn aumentando en Colombia, a pesar de que ya no es el ganado lechero
especializado el unico productor de leche, sino también ganado hibrido llamado de
“doble propdsito”. Lo mismo es cierto para la produccion de carne, puesto que el
48% de toda la carne producida en el pais proviene de ganado de “doble propésito”.
Se discute el concepto de “doble propdosito” y se hace una invitacién a los cientificos
y académicos colombianos para que caractericen y mejoren este tipo de produccion
animal. Se propone un método para producir y mantener el vigor hibrido y finalmente
se presentan métodos biotecnoldgicos tales como la fertilizacion in vitro y la transfe-
rencia de embriones para acelerar la expansion del sistema y para hacerlo mds sos-
tenible.

Palabras clave: Doble propdsito, fertilizacion in vitro y transferencia de embriones

=
* Articulo publicado originalmente en: Rev Col Cienc Pec, Vol. 16: pag. 78-82 / 2003.
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Summary

This essay presents information indicating that milk production and consumption has
increased in Colombia and that specialized dairy cattle is no longer the only producer
of milk, but also hybrid or so called “double purpose” cattle. The same situation is
true for beef: 48% of the total bovine meat produced in the country is produced by
“double purpose” animals. The concept of “double purpose is discussed with an
invitation to Colombian scientist and academicians to characterize and optimize this
type of animal production both zootechnically and socially. A method to produce and
maintain the hybrid vigor of F1 is proposed and, finally, biotechnological procedures
such as in vitro fertilization and embryo transfer are discuss to accelerate and make
more sustainable the system.

Key Words: Double purpose, in vitro fertilization and embryo transfer

Introduccion

La tendencia histérica del desarrollo ganadero del pais ha mostrado un aumento en la
produccién y consumo de leche en los tltimos 20 afios. El PIB agropecuario pas6 de
ser el 4.8% en 1980, al 19% en 1997 (www.agrocadenas.gov.co); de niveles de pro-
duccién de leche, en 1950, de 728 millones de litros, hemos avanzado a una produc-
cién de 5.326 millones de litros, en 1997; por su parte, el consumo de leche fresca
aumento, especialmente en las grandes ciudades como Bogota, Medellin, Cali y
Barranquilla, en las cuales el promedio pasé de 133 litros por persona afio, en 1994, a
145 en el 2000.

Este cambio ha sido muy importante si se tiene en cuenta, ademas, que la produccién
de leche dejo de estar basada en ganado especializado tnicamente (hoy se produce
solamente el 52% de la leche a partir de este ganado) y cobré importancia la produc-
cién a partir de ganados cruzados, en climas tropicales medios y bajos; esto es, lo que
hemos llamado “doble proposito”.

En Colombia la ganaderia de clima frio (tropico alto) se desarroll6 primero, gracias a
que este clima tiene ventajas comparativas para la adaptacién de razas importadas de
Europa, Estados Unidos y Nueva Zelanda; sin embargo, la situacién ha variado en la
actualidad con el desarrollo de la floricultura y el aceleramiento del urbanismo, lo que
ha puesto a la ganaderia de leche en una situaciéon de competencia conducente a una
menor rentabilidad y esto, a su vez, ha promovido el desarrollo de sistemas mas inten-
sos de produccién donde con un menor numero de animales se debe producir mas
leche.
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En el afio 2000 la produccion de came y leche representd el 30% del valor de la
produccién agropecuaria nacional y el 67% del subsector pecuario. El inventario
ganadero del afio 2001 continu6 siendo el mismo de 1990, con 24.8 millones de cabe-
zas en 36.7 millones de hectéareas, lo que equivale al 57,2% de la superficie
agropecuaria; y también el consumo de carne por persona se mantuvo en 16.3Kg.
Segtn los datos del Ministerio de Agricultura el 57.25% de la ganaderia colombiana
es de ganado de carne de origen cebuino; en cuanto a la lecheria, el 3.3% son ganade-
rias especializadas que producen el 52% de la leche y el 39.5% es de “doble propdsi-
to” que produce el 48%. La tasa de extraccion anual es de 3.543.000 cabezas, para
una produccién de 707.000 toneladas de carne en canal. No se sabe qué porcentaje de
esta cifra corresponde a animales provenientes de las ganaderias “doble prop6sito”.

Geograficamente, las microcuencas que producen leche con sistemas “doble propdsi-
to” en climas tropicales bajos y medios, representan mas de la mitad del pais pecua-
rio. Tal es el caso de Cesar, Guajira, Magdalena, Santander, Cérdoba, Atlantico,
Sucre, Bolivar, Valle del Cauca, Putumayo, Caqueta, Magdalena Medio, Tolima, Hui-
la y Piedemonte llanero.

El concepto de doble proposito

Un animal de Doble propésito se define como aquel que se usa con doble fin produc-
tivo por no poseer una aptitud de produccion claramente definida, sino més bien una
produccion intermedia para ambos productos (http://www.puc.cl/sw_educ/prodanim/
glosario.htm); un ejemplo tipico lo constituye el ganado Simmental, que produce
lactancias mayores o iguales a 3.500 Kg, y un ternero que alcanza los 300 Kg, o mas,
a los 8 meses de edad. Lo que llamamos “doble propdsito” en Colombia y Venezuela
es un tipo de produccién que evoluciond a partir de los afios de la década del 70 con
el fin de mejorar los ingresos de la empresa ganadera, incrementando el flujo de caja
y abriendo la posibilidad de ajustarse a la demanda de leche o carne segun las fluctua-
ciones del mercado. Este ganado, obtenido a partir de cruces de ganado de leche con
ejemplares cebuinos o criollos, presenta lactancias cortas y sin persistencia, se orde-
fia con apoyo del ternero y produce entre 4-8 Kg de leche en un solo ordefio. Los
terneros que no se quedan en el reemplazo son vendidos para levante y ceba, lo que le
permite al ganadero un doble ingreso. Podriamos concluir que mas que un doble pro-
posito en términos zootécnicos, se trata un doble ingreso en términos econémicos
para la pervivencia de la empresa ganadera!

El primer producto de los cruzamientos de las razas puras, F1, es un media-sangre
que ha demostrado ser el heredero del vigor hibrido: resistencia a las condiciones de
trépico, (las hereda de los cebuinos o del criollo) y produccion de leche (heredada de
las razas especializadas lecheras) (ver grafica 1). A partir de estas hembras se trata de
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mantener las caracteristicas en las siguientes generaciones, sin embargo, la tendencia
es a la pérdida de las mismas (ver grafica 1). El proyecto mas grande que se ha reali-
zado en el mundo para valorar el cruzamiento que produce las mejores lactancias en el
trépico o en el subtrépico, fue llevado a cabo en la India entre las décadas del 70 y el
90. Aqui demostraron, mediante la observacion de mas de 300 lactancias, que el
animal media-sangre (F1) de los cruces Holstein (taurus) por Gir (indicus) producia
el que mejor promedio de leche por lactancia, y que ningtin cruce, ni el interse, ni el
F1 con algunos de los parentales puros, podia mejorar la produccién alcanzada. Otro
estudio realizado por Mc. Dowell y col. en 1996, demostré que para obtener 500 Kg
de leche por lactancia, a partir del ganado Holstein, Sahiwal, o sus cruces, es el F1
el que requiere menos vacas en produccién, menos novillas de reemplazo y menos
vacas secas (Grafica 2).

Gréafica 1. Produccién de leche a partir de F1

Holstein (H) Gir (G) Jersey (J) 1971
HxG Pardo Suizo (B) (UxG 1972
3900 kg. a

/ Descart 1977
ado

B x (HxG) Fx(xG) JXx(HxXG) 19374

* * * 1979

Bx(Hx Fx(JxG) Jx(Hx 1977

G) 235_0 kg. G) a

3330 kg. Cruce inter se 2000 kg. 1983

Seleccién 1983 - 90
Plan experimental de cruzamientos en la Universidad Agricola de
Mahatma Phule, en Rahuri; Ahmednagar, India

Grafica 2. Niimero de hembras necesarias para producir 500 kg de leche/dia
(adaptado de Mc Dowell, y col. 1996)
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Estudios realizados para caracterizar la ganaderia doble propoésito demostraron las
ventajas de este sistema para produccion de leche y generacion de empleo (Paez L y
Jiménez M 2000, Khalil R y Vaccaro L 2002); mejora el uso de la tierra y en general
tiene un mayor impacto social (Carrizales y col. 2000), por su parte Murgueito (1994)
indica que este sistema es sostenible. Sin embargo, hasta el presente no se ha determi-
nado cual seria la produccion de carne que complemente la definicién del sistema
doble propdsito.

Podriamos pensar que para produccion de leche y carne en Colombia, en el mediano
futuro, el sistema de produccion “doble propdsito, a-la-colombiana” seria uno de los
sistemas de produccién pecuaria sostenible mas importante. Para lograrlo se requiere
del compromiso de los sectores universitarios, gubernamentales, publicos, y privados
para realizar la investigacion, la prospeccion, la promocién y la evaluacion de este
sistema autdctono. Para el efecto todos debemos girar sobre el concepto de
sostenibilidad, como lo describe Bejarano (1998); esto es, como “el desarrollo que
atiende las necesidades del presente sin comprometer la capacidad de las generacio-
nes futuras de atender a sus propias necesidades”.

Las diferentes entidades universitarias y de investigacion se comprometerian a desa-
rrollar estudios tendientes a superar las diferentes limitantes tecnicocientificas y
socioproductivas que afectan el sistema, como son: tecnologia deficiente, poca orga-
nizacion alrededor de las cadenas productivas, deficiencia en el trabajo conjunto en-
tre la produccién econdémica y la produccion sostenible y la equidad social. Alrededor
de la idea del doble propdsito se pueden plantear, en los términos de desarrollo que
presenta Bejarano, 1998, , el cuidado del medio ambiente y la mejora de la calidad de
vida (alimentacion, salud y trabajo). Para el efecto seria posible y necesario utilizar
los diferentes capitales que existen en el sector:

* Capital humano: formacién a todos los niveles de la produccién: productores, téc-
nicos, tecndlogos, profesionales y cientificos

» Capital de origen humano (técnico): Capital ideado por el hombre: (infraestructu-
ra, innovacidn en formas de produccion, biotecnologia, etc.)

» Capital Natural: conjunto de activos ambientales: suelo, bosques, agua atmdsfera:
servicios ambientales renovables y no renovables. Este capital va de la mano, en el
sector agrario, con el capital de origen humano o sea el técnico.

= Capital social, institucional, politico: cultura en su mas amplio sentido.

Biotecnologia, razas criollas y doble propdsito

Nuestro grupo de estudio, de la Facultad de Ciencias Agrarias, de la Universidad de
Antioquia, hace una propuesta para producir animales F1 para el sistema de produc-
cion doble proposito.
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La introduccién y la propagacion de material genético importado produjeron una re-
duccién en el hato criollo. Este hato que ha demostrado su resiliencia o capacidad de
pervivir a pesar de condiciones muy precarias e inhdspitas, como las halladas al mo-
mento de su introduccién por los conquistadores; tales condiciones no mejoraron
sustancialmente durante la colonia y la republica debido a la ausencia de una cultura
ganadera (recuérdese el ganado como simple indicador de tenencia de grandes exten-
siones de tierra); en la actualidad la situacién no ha mejorado, pues un nuevo factor se
sumo a la suerte del ganado criollo con la llegada, desde principios del siglo XX, de
ganados especializados que ocuparon los mejores terrenos y consecuentemente des-
plazaron a aquellos a condiciones “rusticas” caracterizadas por suelos pobres, pastos
y barbechos de dudosa calidad, tierras inclinadas o riscos inaccesibles y poca o ningu-
na asistencia veterinaria y zootécnica. Estas condiciones a lo largo de 500 afios,
sumadas a las peripecias historicas y naturales desde el origen de estas razas, posible-
mente en Africa, como lo han sefialado los estudios de poblaciones de nuestro Grupo
de Genética Molecular (Lépez y col. 2001) conducirian al desarrollo de la mayor
cualidad que recocemos en el ganado criollo, como es su RUSTICIDAD !

El grupo citado anteriormente ha demostrado que los pequefios nucleos criollos exis-
tentes, tienen un alto grado de diversidad, lo que es indicativo de un gran pool genético
para la seleccién y el cruzamiento para producir media-sangre para la cadena de leche
y carne, “doble proposito”.

Como se dijo, la produccién de leche a partir de F1 en condiciones de climas tropica-
les medios y bajos es mejor que a partir de ganados especializados o cruces diferentes
al media-sangre. La produccion de carne a partir de F1 con razas criollas también es
mejor que cuando se usa sélo un cebuino (tabla 1). Entonces por qué no dedicar
esfuerzos a la produccion de F1?

! Aqui vale la pena reflexionar por un momento en los caprichos del lenguaje, pues parece que
la “rusticidad” del medio hubiese sido aprehendida o apropiada por el ganado, lo cual es
compatible con nuestro pensamiento evolucionista modernamente darwiniano. Es dificil de-
finir esta cualidad, a pesar de su uso generalizado en la comunidad zootécnica, pero podria-
mos decir que se trata de un término genérico dentro del cual se incluye una lista de caracte-
risticas que son las que hacen de estas especies un valioso y unico potencial para la produc-
cidn nacional. Sin embargo es necesario un cambio de mentalidad que permita ver en esta
caracteristica una posibilidad para emprender una gran aventura, mas que una razén para
mantener el stafus quo, con la consecuente extincién que se avecina.
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Tabla 1. Promedios ajustados por minimos cuadrados en los diferentes grupos
raciales*®

Grupo racial Peso nacimiento Peso destete Peso 18 meses
(kg) 270 dias (kg) (kg)
Cebu x Cebu 326a 2203 b 309.7b
BON x Cebu 31.1b 2395a 348.7 a
Romo x Cebu 296¢ 2353 a 3502 a
Angus x Cebu 32.4 ab 244.1 a 3442 a

* Promedios con diferente letra dentro de cada variable difieren estadisticamente
(P<0.05). Amablemente cedido por CORPOICA.

El mantenimiento de las caracteristicas del F1 es el gran dilema de los genetistas del
tropico. Esto se podria lograr de tres formas diferentes y complementarias:

1- Hatos puros de ganado especializado que utilizan parte de los vientres para ser
inseminados con una raza criolla. Los terneros F1 si son machos iran a la cadena
carnica y si son hembras a la produccion “doble propoésito”.

2- Hatos puros que deseen producir embriones F1, mediante superovulacién, los
cuales pueden ser transferidos inmediatamente a receptoras, o congelados para su
posterior utilizacion.

3- Produccion de embriones F1 a partir de Fertilizacion in-vitro, mediante recolec-
cion de ovocitos de vacas de matadero, o a través de la puncion ex vivo.

Los embriones obtenidos, media sangre (F1) de 7 dias, se transfieren a las hembras F1
del hato, que a la vez que estan produciendo leche. Estas receptoras amamantaran a
sus terneros transmitiéndoles una herencia inmune contra las infecciones mas fre-
cuentes del medio. Las hembras media sangre nunca tendrian hijos propios, pero el
hato conservaria la heterosis en su maxima expresién, pues siempre se producirian
terneros que no son parientes de las receptoras.

En estos hatos de F1, no todos los animales podrian gestar un embrion transplantado,
algunos de ellos pueden ser servidos con un toro cebuino, lo que produciria un ternero
trihibrido 25% cebu, por un media sangre taurus (Holstein x Criollo). Este producto
macho o hembra es un producto final que ingresa a la cadena carnica.
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Bernabé, el primer ternero probeta en Antioquia

En el laboratorio de la Facultad de Ciencias Agrarias de la Universidad de Antioquia
producimos embriones in-vitro desde 1996, o a partir de aspiracion de oocitos guia-
dos por una sonda ultrasonografica. En promedio se produce 1 embrién de excelente
calidad de cada 25 oocitos recuperados. Con el fin de demostrar las ventajas y
aplicabilidad de esta tecnologia, nuestro laboratorio transfiri6 tres de los embriones
producidos en una semana (oocito de vaca Holstein x semen de toro BON), uno de los
cuales condujo al nacimiento de “Bernabé” el primer ternero probeta nacido en
Antioquia (ver fotografia 1).

Fotografia 1. Bernabé y su madre receptora: El grupo de Biotecnologia y Fisio-
logia de la Reproduccion de la Facultad de Ciencias Agrarias de la Universi-
dad de Antioquia, en cooperacion con el Politécnico Colombiano, logré el naci-
miento del primer ternero probeta en Antioquia (un F1 BON), en 1998.

Brevemente presentamos el procedimiento: Inmediatamente después de sacrificada la
vaca, se colectan los ovarios y se depositan en solucién salina fisiolégica a 35°C para
su traslado al laboratorio. Una vez lavados los ovarios, con solucion salina estéril, se
realiza la aspiracion de los foliculos que presenten tamafios entre 2 y 7 Mm. de didme-
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tro. El producto de la aspiracidn se deposita en un tubo cénico; en el sedimento que se
acumula en media hora, a 1 gravedad, se procede a buscar los oocitos con la ayuda del
estereomicroscopio. La maduracién se logra en un tiempo de 24 horas en un medio
suplementado con hormonas y, al cabo de este periodo se retiran los oocitos, se lavan,
se fertilizan y se incuban por 18 horas. Luego se lavan los zigotes y se cultivan duran-
te siete dias hasta la obtencion de blastocistos, que es el estadio ideal para la transfe-
rencia; estos embriones se pueden transferir en fresco o se criopreservar hasta el mo-
mento de su transferencia. La receptora puede ser una novilla o una vaca sana, que
tenga 7 dias de haber presentado sintomas de calor (es decir sincrénica con el em-
bridn) y que presente un cuerpo liteo.

En resumen, hemos demostrado la factibilidad del método biotecnologico para la pro-
duccién de terneros F1 BON; tenemos una propuesta para poner a prueba la posibili-
dad de mantener el vigor hibrido en el hato y, mediante lo estudios realizados en la
Universidad de Antioquia sobre genética molecular y de poblaciones y sobre resis-
tencia natural a enfermedades infecciosas, tenemos el convencimiento de que los
ganados criollos representan una excelente y quizas la Unica posibilidad de desarro-
llar una industria ganadera verdaderamente nacional, adaptada a nuestras condiciones
geoldgicas y sociales y con el potencial de sostenibilidad de los delicados ecosistemas
tropicales.

Bibliografia

- Bejarano A. 1998. Desarrollo sostenible: un enfoque econémico con una extension al sector

agropecuario http://www.agrocadenas.gov.co/documentos/No%204.pdf.

- Carrizales H, Paredes L, Manasés E, y Capriles P. 2000. Estudio de funcionalidad tecnolégica
en ganaderias de doble propdsito en la zona de santa Barbara. Municipio Colén. Estado Zulia.
( estudio de casos) Zootencia Tropical. Vol 18, N1 http://www.ceniap.gov.ve/ztweb/zt1802/
texto/caracterizacion.htm.

- Khalil R y Vaccaro L 2002. Peso y mediciones corporales en vacas de doble propésito: su
interrelacién y asociacién con valor genético para tres caracteristicas productivas. Zootecnia
Trop. 20 (1): 11-30.

- Lépez A, Saldarriaga O, Arango A, Rugeles M, Zuluaga F, Olivera M, Bermidez N, Bedoya G,
Ossa J. 2001.Ganado Blanco Orejinegro (BON): Una alternativa para la produccién en Colom-
bia. Rev. Col. Cien. Pec. 14 (2) 119-126.

- Murgueito ER 1992 Sistemas sostenibles de doble propésito como alternativa para la economia
campesina. http://www.cipav.org.co/lrrd/Irrd4/3/enriquel.htm. Livestock Research for Rural
Development, 4: (3).

- Paez L y Jiménez M 2000.Caracterizacion estructural y tipologias de fincas de ganaderia de
doble propésito en la microregién Acequia-Socopo del estado de Barinas. Zootecnia Tropical
Vol 18.N 2 http://www.ceniap.gov.ve/ztweb/zt1802/texto/caracterizacion.htm.

209






Body and testicular traits, libido testing
and semen analysis of young males
from BON (Bos taurus) around the onset
of puberty

Germadn Urrea', MV; Sandra L. Cordoba’, MV; Jorge A. Neira®?, MVZ, MS;
Juan G. Maldonado'*, MVZ, MS.

!Grupo de Teriogenologia, Facultad de Medicina Veterinaria y de Zootecnia, y Programa
de Biogénesis, Facultad de Medicina, Universidad de Antioquia, Medellin, Colombia;
?Centro de Investigaciones El Nus, Corpoica. Rionegro, Antioquia;
3Ecole Vétérinaire de Nantes, Nantes, France;
*Unité 131 INSERM, Equipe Cytokines et Immunorégulation Maternelle, Hopital A.
Béclere. Clamart, France.

Summary

Fifteen young males (mixed ages) from the BON herd of the University of Antioquia
were selected and followed weekly from August to December 1998 (with a range of
9,9 to 28,1 months, from 19 time points of data collection) in order to measure and
evaluate: 1) Body and Testicular traits (n = 322); 2) Libido testing (LibT, n = 19); 3)
Response to rectal palpation of seminal vesicles reflex (SVR, n = 244), and 4) Analysis
of semen collected with artificial vagina (n = 42). Data of physical traits were
categorized monthly from 10 to 27 months (n = 17 groups), and data of semen were
categorized into three groups (16,1 to 21; 21,1 to 24; and 24,1 to 27 months). Simple

]
* Articulo publicado originalmente en: Rev Col Cienc Pec, Vol. 14: 1, pAg. 54-67 / 2001.
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regression analysis was performed between each trait (dependent variable) and age
(independent variable). Multivariate analysis of variance was used to establish
differences between groups and monthly reference values for each trait. Physical traits
proportionally increased (p<0,01) with age: Body Weight (R*=0,796) and Scrotal
Circumference (R’ = 0,672), had the highest correlation coefficients, whereas Body
Length (R* = 0,454), Withers height (R’ = 0,506), Testis Diameter (R’ = 0,415), and
Testis Length (R*= 0,458), had a mild correlation. Higher scores for LibT (more than
5 mating attempts/5 minutes) were always observed. Individual responses to SVR
(secretion of pre-seminal fluid, protrusion of penis and complete erection)
proportionally increased with age (R’ = 0,539; p<0,01). The youngest age at semen
collection was 16,1 months (1,63 x 10° sperm/cc, with >60% gross and individual
progressive motility); however, no correlation was found with age, neither for volume
(3,6 ml), nor for pH (6,86) or semen concentration. These results suggest that the
onset of puberty occurs between 13 and 14 months for this BON herd and confirm
previous observations on the high libido of BON males. Reference values are reported

Jfor both testicular and body traits. Breeding Soundness Examination rather than merely

semen concentration must be considered in order to define the onset of puberty in
bovine cattle.

Key words: Bovine, Criollo Cattle, Puberty, Semen, Tropical Environment, Young
Bulls.

Introduction

Blanco Orejinegro (BON) cattle (Bos taurus) is one of the greatest herd of tropical-
adapted Colombian Criollo Cattle (15). Bred in several pure and cross-bred nuclei at
the coffee plantations areas of Colombia (27), BON is a genetic resource adapted to
fit the conditions of Colombian tropic, showing good fitness to adverse environments,
including bit and fly resistance, haemoparasite resistance, and grassing on poor soil
conditions (2, 3, 34); however, this “resistance” remain to be characterized by both
clinical and molecular immunogenetic studies (27, 28). Cross-breeding of BON with
both Holstein in which F1 females had good milking performance and great reduction
of mastitis and placenta retention incidences (University of Antioquia and University
Nacional at Medellin, unpublished results) and Zebu (B. indicus) cattle (2, 34), resulted
in increased resistance and high performance for several economically important traits.

Because of BON cattle is enlisted as an endangered genetic resource (15), several
efforts have been focused on the study of its reproductive biology (30, 32) with the
aim of contributing to its preservation and propagation. In 1995, a multicentric
collaborative study was started in order to characterize the genetic resistance and
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fitness of BON cattle (15,27, 28). The results of a recent work carried out with yearling
males from the BON herd of “Centro de Investigaciones El Nus” Corpoica (Colombia),
suggested puberty onset around 14 months of age for this herd (13). The present study
was designed to evaluate by Breeding Soundness Evaluation, BSE (6-9) the onset and
establishment of puberty in young males from the Universidad de Antioquia BON
herd, which together with the Corpoica ones, represents the greatest herds of BON
cattle in Colombia.

Material and Methods

This study was conducted from August to December 1998 at “El Progreso” farm
property of University of Antioquia, located at 40 km north of Medellin, in a humid
subtropical forest (Bosque hiimedo subtropical, bhsT) with 1300 m.o.s.1, 24°C average
temperature, 2000 mm annual rainfall, and 85% relative humidity (1). Males were fed
ad libitum with Brachiaria decumbens, and Guinea (Hypharrenya ruffa) grass and
supplemented with a local-prepared mineralized salt.

Inclusion criteria for the study. All young males bred in the farm having normal health
condition were selected (n = 15) and were weekly evaluated from August to December
1998. Data recorded at each date of evaluation comprised a range of age between 9,9
and 28 months and a range of weight from 232 to 448 kg (Table 1).

Table 1. Age and weight characteristics of young males from the University of
Antioquia BON herd, included in the study.

Male Age (months) Weight (kg)
identification® Ipjtial  Final Initial  Final
23-7 9,93 12,47 2325 245
217 10,36 12,89 273 286
17-7 11,28 15,66 214 256
15-7 12,53 16,91 2345 258
112 16,12 20,49 290 328

5-7 18,09 20,39 267 321
1-7 18,75 23,13 279 337
37-6 20,56 24,93 318 374
29-6 22 26,58 317 391
27-6 2227 26,64 354 388
25,6 2247 26,84 368 412
23-6 22,57 26,94 318 367
21-6 22,63 24,93 417 452
17-6 22,89 252 361 420
11-6 25,79 28,09 384 448

? Young males are chronologically ordered from youngest (Born in 1997) to oldest (Born in 1996)
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Physical traits: 1) body traits were measured under restrained conditions as follows:
Body weight (BD), was recorded by using an electronic balance (Tru-Test, New
Zealand; error = 5 kg); withers height (WH), was measured from the bottom (ground)
to the top of the scapula, with a fixed wood rule; Body length (BL), was measured
with a linear meter along the dorsal axis from wither to the first coccigeum vertebrae.
2) testicular traits were evaluated according to the method proposed by Barth (1996):
Scrotal circumference (SC), was measured with a linear meter, Testis diameter (TD)
and length (TL) were both measured in the right testis by using a standard calibrator
(Vernier Caliper, Russia).

Libido testing (LibT) and serving capacity. Y oung males were exposed in groups of 5
animals to restrained PGF,-induced estrous cows in order to evaluate libido and serving
capacity, which was categorized according to the system proposed by Barth (Which
propose the observation of mating attempts during 20 minutes) as follows (6): Very
high (7 or more mating attempts), High (4 to 6 mating attempts), Medium (2 to 3
mating attempts), and Low (0 to 1 mating attempts).

Semen analysis. All males that yield semen samples always exhibited very high scores
for LibT. Semen was collected between 7:00 to 10:00 hours by the artificial vagina
method, and was immediately evaluated as previously reported (6): 1) Macroscopic
evaluation: volume was measured by using of graded tubes and direct observation
immediately after the ejaculate was recovered; color, was classified as white, yellowish,
or brown; and aspect, was graded as creamy (high concentration), milky (mild
concentration) or aqueous (low concentration); and 2) Microscopic evaluations (carried
out within the 5 minutes after the ejaculate was recovered): progressive motility -
gross and individual- was graded as very good (80 to 100%), good (60 to 80%),
regular (30 to 60%) or poor (< 30%); and semen concentration was evaluated in
Neubauer chamber and defined as sperm/cc of ejaculate. All macro and microscopic
evaluations were performed by trained technicians.

Seminal vesicle palpation reflex. The reflex to seminal vesicle (SVR) palpation,
(6) was arbitrary classified according to intensity of contractions, as strong, middle,
or slight. In addition, presence of pre-seminal fluid, protrusion of penis or complete
erection, were found to be proportionally related to the intensity of response to
rectal massage. All those evaluations were performed by the same investigator.

Statistical analysis. Data were analyzed by simple regression, in which age was
included as independent variable and each trait was analyzed as dependent variable;
therefore, a multivariate analysis of variance was used to define reference values
for each group of age. The Least Square Differences (LSD) were used to define
significances between groups of age. These analysis where performed by using
Statgraphic Plus (At University of Antioquia, Medellin, COlombia) and confirmed
in StatView (At Unité 131 INSERM, Clamart, France) software statistics.

1. Inorder to evaluate morphological traits, age of young males recorded at each time
point of evaluation was categorized monthly from 10 to 27 months. For multivariate
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analysis, age was included as independent variable, each trait as independent
variable, and categories of age (n = 17) as factor.

2. Inorder to evaluate semen analysis, age at successful collections was classified as:
Group 1 (16,1 to 21 months), Group 2 (21,1 to 24 months), and Group 3 (24,1 to 27
months).

Results

1. Body and testicular traits

A strong relationship was found between age and each trait (Figures 1 and 2); the
highest correlation coefficients were found for BW (R*= 0,796, p < 0,01, Figure
1A) and SC (R?= 0,672, p < 0,01, Figure 2C). In addition, a mild significant
correlation was found for BL (R*= 0,454, p < 0,01, Figure 1B) and WH (R*=
0,506, p < 0,01, Figure 1C), as well as for TD (R*= 0,415, p < 0,01, Figure 2A)
and TL (R?= 0,458, p < 0,01, Figure 2B).

Values for BW range from 251 + 7 to 433 + 5 kg, at the lowest (10 to 11 months)
and highest (26,1 to 27 months) categories of age, respectively (Table 2), representing
a growing rate of 10,7 kg/month for the interval. A three modal curve was found for
BW since starting at 10 months, followed by a significant decrease at 12 months,
then a significant increase between 13 and 15 months, and between 20 and 23
months (Figure 3). Data from BW fitted a polynomial curve from which
interpolations could be made for analysis of individual cases. The general equation
for the model was defined as:

BW =118,214 + 10,785 x Age (in months); R?=0,796; p < 0,01 (Figure 1A).

Figure 3. Growth curve of body weight in young males of the University of
Antioquia BON herd, throughout puberty onset*
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Polynomial transformation of data is presented as a continuous line.

* Values are presented as means (£ s.e.).
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Figure 1. Simple regression for body weight
(A), length (B) and withers height (C) in
young males of the University of Antioquia
BON herd throughout puberty onset. The
equation for each model is presented at the
bottom of each figure.
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Figure 2. Simple regression for testis
diameter (A), testicular length (B) and
scrotal circumference (C) in young males
of the University of Antioquia BON herd
throughout puberty onset. The equation for
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Body length range from 118 +3 to 131 £ 1 cm, at the lowest and highest categories
of age, respectively (Table 2), representing a growing rate of 0,76 cm/month for the
interval. The general equation for the model was defined as:

BL=101,102+ 1,171 x Age (in months); R?2=0,454; p<0,01 (Figure 1B).

Table 2. Body traits in young males from the University of Antioquia BON herd,
throughout puberty onset.”

Group of Body weight Body Lenght** Wither height
age (months) n (kg) n (cm) n (cm)
10-11 8 251 +£7° 8 118+ 32 8 112+2#
11,1-12 13 258+ 7° 10 119+ 22 10 11122
12,1-13 12 271+ 102 8 117+ 3% 9 WIS
13,1-14 8 251 + 42 7 11512 8 113+ 12
14,1-15 9 267 £ 3* 9 1151~ 9 109 + 0,28
15,1-16 7 288+ 112 7 119 £ 12 7 110+ 12
16,1-17 7 314+ 10° 4 114+ 32 4 109 + 1°
17,1-18 5 313+ 8P 5 120 + 42 5 114+£32
18,1-19 10 305+ 8° 5 126+ 2P 5 113+12
19,1-20 13 312+ 7° 12 119 + 22 12 SISk
20,1-21 10 337+ 3b 7 120 + 2° 8 113420
21,1-22 10 359 £ 6° 9 121'+£22 9 115 £2°
22,1-23 23 377 £ 6° 9 128 +£2° 9 117 £2°
23,1-24 30 397 £ 5¢ 26 128 + 1° 26 125+ 1°
24,1-25 31 396 + 4 31 134+ 1° 29 123 £k
25,1-26 20 396 £ 5¢ 19 135114 19 124 + 1°
26,1-27 16 433 + 5¢ 14 1315418 14 121107

"Least square means + standard error

“"Measured along the dorsal line from wither to the first coccigeum vertebrae

n = number of data in each group of age

Different superscripts within the same column indicate statistically significant differences (p <0,01).

Withers height (WH) range from 112 + 2 to 121 = 1 cm, at the lowest and
highest categories of age, respectively (Table 2), representing a growing rate
0f 0,52 cm/month for the interval. The growth curve for WH show two intervals
of faster growth from 14 to 16 and from 19 to 22 months of age (Figure 4).
The polynomial transformation of the data show a growth increase since 13
months of age (Figure 4). The general equation for the model was defined as:

WH = 97,551 + 0,983 x Age (in months); R?*=0,506; p < 0,01 (Figure 1C).
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Figure 4. Growth curve for wither height in young males from University of
Antioquia BON herd throughout puberty onset
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Testis diameter (TD) range from 4,9 + 0,16 to 6,8 + 0,2 cm, at the lowest and
highest groups of age, respectively (Table 3), representing a growing rate of 1,1
mm/month for the interval. The growth curve for TD show a progressive increase
from 11 to 18 months when it reached the adult value observed at 27 months (Figure
5); in addition, the polynomial curve of the data show a plateau at 21 months (figure
5). The general equation for the model was defined as:

TD = 4,244 + 0,1 x Age (in months); R?=0,415; p < 0,01 (Figure 2A).

Testis length (TL) range from 10,1 + 0,5 to 14 £ 0,3 cm, at the lowest and highest
groups of age, respectively (Table 3), representing a growing rate of 2,2 mm/month
for the interval. The growth curve for TL as well as the polynomial curve of data,
show the same pattern of TD, and adult values were also reached at 18 months
(Figure 5, Table 3). The general equation for the model was defined as:

TL = 8,064 + 0,237 x Age (in months); R?=0,458; p < 0,01 (Figure 2B).

Scrotal circumference (SC) range from 26,4 + 0,2 to 35,9 + 0,4 cm, at the lowest
and highest groups of age, respectively (Table 3), representing a growing rate of
5,5 mm/month for the interval. The growth curve for SC show a progressive increase
from 12 to 17 months, then significantly decrease until 21 months, with a final
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Table 3. Testicular traits of young males from the University of Antioquia BON
herd, throughout puberty onset.”

Group of Testicular diameter Testicular lenght Scrotal circumference
age (months) n (kg) n (cm) n (cm)

10-11 8 49+0,16 8 10,1£0,5* 8 26,4 + 0,22
11,1-12 13 49+0,18 13 9,6 £0,3? 12 26,7+ 03"
12,1-13 12 5,5+0,18° 12 11,0+ 0,4° 10 27,2 +0,4°
13,1-14 8 5,6+0,17° 8 11,3+0,3° 8 28,4 +0,5°
14,1-15 9 6,0+ 0,15¢ 9 11,7 +0,4° 9 30,1 +0,2°
15,1-16 7 6,2 +0,08° 7 11,9+0,4° 7 31.3+00°
16,1-17 7 6,5+0,10° 7 13 03" i 31,4+0,5°
17,1-18 5 6,2 +0,08° 5 13,1+ 0,2° 5 33,7+04°
18,1-19 10 6,5+0,12¢ 9 14,1 +0,6° 10 32,1 £0,9°
19,1-20 13 6,0 +£0,14¢ 13 12,9 £0,3" 12 31,4+0,9°
20,1-21 10 6,0 = 0,24° 10 12,6 £0,3° 9 30,6 +0,5°
21,1-22 10 5,9+0,22° 10 12,3+0,2° 10 30,7+ 0,4°
22,1-23 23 6,6 £0,12° 23 13,7 4:0,3% 23 32,9+ 0,5°
23,1-24 30 6,7 +0,12¢ 29 13,8 £0,2¢ 28 343+0,3°
24,1-25 31 6,7 +0,10¢ 31 13,8 £0,2° 31 354+0,3°
25,1-26 20 6,7+0,13¢ 20 13,9+0,3° 18 35,5+0,5°
26,1-27 16 6,8+0,10¢ 16 13,9+ 0,2° 15 35,7+ 0,4°

>27 5 6,8 £ 0,204 5 14,0 +0,3¢ 5 35,9 +0,4°

“Least square means + standard error
n = number of data in each group of age
Different superscripts within the same column indicate statistically significant differences (p <0,01).

Figure 5. Curves for testicular traits in young males of the University of
Antioquia BON herd throughout puberty onset
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increase from 21 to 24 months when it reaches a plateau; the polynomial curve of
the data show a progressive increase from 10 to 27 months (figure 5). The general
equation for the model was:

SC=20,892 + 0,563 x Age (in months); R?= 0,672; p <0.01 (Figure 2C).
2. Libido testing and service capacity

Since the first time when BON young males were exposed to restrained PGF,-
induced estrous cows, all males exhibited a very good score (more than seven mating
attempts/5 minutes), and this behavior remained throughout the study. Slight
variations were observed when males were evaluated under high environmental
temperatures, the presence of foreign personnel, mating competition, or due to
variation in the intensity of estrous signs exhibited by the restrained cow.

3. Seminal Vesicle Reflex (SVR)

Most of the males show SVR with predominating strong (66.8%) and middle
(32.3%) responses through the period of evaluation (Figure 6). In addition,
response to massage of seminal vesicle by rectal palpation was evaluated in terms
of pre-seminal fluid secretion, penis protrusion or complete erection, and all these
signs proportionally increase (p < 0,01) with age (Table 4).

Figure 6. Follow-up of responses to Seminal Vesicle Reflex by rectal palpation
in young males from the University of Antioquia BON herd.*
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aData are presented as the average response from all young males at each weekly point of
evaluation.
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Table4. Individual responses to seminal vesicle palpation of young males from
University of Antioquia BON herd, throughout puberty onset.”

Male No Preseminal Protrusion Complete Combined
identification® n response fluid of penis erection  response®
(%) (%) (%) (%) (%)
23-7 11 81,8 - - 18,2 -
21-7 11 63,6 - 18,2 18,2 -
17-7 19 63,1 21 - 26,3 10,5
15-7 19 57,8 31,6 - 21 10,5
11-7 19 26,3 57,7 5,26 57,7 47,3
5-7 11 27.3 9,1 9,1 63,6 9,1
1-7 18 72,2 11,1 5,6 16,7 5,6
37-6 18 66,6 222 11,1 11,1 11,1
29-6 18 72,15 11,1 - 16,6 -
27-6 18 333 11,1 11,1 55,5 1454
25-6 19 26,3 - 15,8 57,76 -
23-6 19 10,5 21 10,5 68,4 10,5
21-6 11 27,3 9.1 - 72,7 9,1
17-6 10 20 5 10 70 -
11-6 11 18,2 27,3 9,1 72,7 21.3

“Intensity of responses from left (No response) to right (Combined responses), proportionally
increased with age (R?=0,539; p <0,01).

"Males are ordered chronologically from youngest (Born in 1997) to older (Born in 1996) at
the beginning of evaluations.

®All combined responses indicate pre-seminal fluid plus complete erection.

4 Semen analysis

The youngest age at which semen was successfully collected by artificial vagina in
this work was at 16,1 months of age in male 11-7, with a volume of 3,2 ml, pH 6,
having 1,63 x 10® sperm/cc. Most of the males produced semen having a white
(50%) or yellowish color (47,6%) with a predominating aqueous (95,2%) aspect.
Neither volume of semen nor pH (which remained near to 6,8 for all groups of age)
significantly differed between groups of age. Similarly, semen concentration did
not significantly differ between groups (Table 5). Finally, more than 60% of samples
showed “very good” mass and individual progressive motility, whereas only few
samples showed a lower grade of classification for this trait (Table 5). No significant
relationships were found neither between age and volume (Y = 1,68 + 0,88 x age
(in months); R?2=0,027; p > 0,05), nor between age and pH (Y = 6,778 + 0,04 x age
(in months); R?=0,001; p > 0,05) or age and concentration (Y = 184,568 — 2,944 x
age (in months); R*=0,58; p > 0,05).
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Table 5. Semen analysis of samples yielded by young males from the University
of Antioquia BON herd, after puberty onset.

Individual and

Group of age Volume® Concentration® gross motility
(months) n (ml) pH? (10%cc) VG G P
(%) (%) (%)
16,1-21 10 3,003 6,88+0,1 126+ 9 60 30 10
21,1-24 8 *39+06 687x0,1 125+11 62,5 37,5 0
24,1-27 21-"3.:8+0,3 76,85 +0,07 111+ 8 62 33:3 4,7

“Least square means =+ standard error

n = number of data for each group of age
VG: very good

G: good

P: poor

Discussion

BON cattle is a genetic resource enlisted as endangered (15) regardless of several
efforts for maintaining a breeding herd, made up by governmental organisms such as
University of Antioquia and Corpoica. The conservation and propagation of BON
cattle is a priority program in both of these institutions, regarding its biological value
as a domestic animal genetic resource (15, 27, 28). BON exhibits a natural resistance
(in way of characterization) against several of the common bacterial and parasitic
pathogens of bovine, which qualify it as a prioritary candidate for genetic resistance
studies. As part of several efforts focused on the study of BON cattle reproductive
biology (15, 28, 30, 32), a collaborative study was started in 1997 between our group
at University of Antioquia and Corpoica at C.I. El Nus, Antioquia, Colombia, in order
to study and characterize puberty onset in young males of the Corpoica (13) and
University of Antioquia BON herds.

Slight variations could be observed between several nuclei of BON cattle, regarding
average weight and size, climate and bred and feeding schedules (3, 27), which prevents
extrapolation of data from a single study. The herd from University of Antioquia was
bred in a humid subtropical forest (1), with a predominant plain soil (1400 m.o0.s.1.); on
the contrary, the herd from Corpoica was bred in a transition zone between humid tropical
forest and very humid-tropical forest (800 to 1200 m.o.s.l.), with a predominant
mountainous soil (13). Because of these differences and the imminent sale in 1998 of
“El Progreso Farm”, in which the BON herd of University of Antioquia was bred for
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several decades, the present work was designed to evaluated the onset and establishment
of puberty in young males of this herd. The limited possibility to study young males for
a long period (Weekly, 5 months), represents the major difference with our contemporary
study carried out with the BON herd from Corpoica (Every-two weeks, 12 months)
(13), regardless 19 and 24 time points of data collection, respectively, were included in
the analysis. Because of the wide range of age between the youngest and the older male
at each time point of evaluation found in both studies, which disables its analysis as
repetitive measures, data obtained at each date were independently included and
categorized into its respective group of age (For the present study see scatter plots from
simple regression analysis in figures 1 and 2). Three key parameters are reported to
define puberty onset in male bovine cattle: Body weight (BW), Scrotal circumference
(SC), and semen concentration, with the last one being considered the most important
(6-9, 11, 12). Most breeds show high correlation coefficients between these traits and
age, reflecting the close relationship between precocity and the onset of puberty (12,
14). In addition, quantification of circulating LH and Testosterone (T) complements the
battery of procedures for this purpose (10, 16-18, 25). Recently, important advances
have been achieved in comprehending the mechanisms responsible for puberty onset in
cattle, mainly in heifers (20, 23, 36). Increased frequency and amplitude of pulsate
hypothalamic Gonadotropin-Releasing hormone (GnRH), appears to be the common
mechanism for males and females (26). However, little is known about the precise
mechanisms which associate BW and precocity with puberty onset (14, 18). Recent
studies have correlated protein and energy levels in diet which modify the pattern of
pulsate GnRH and affect puberty onset (5, 29, 36). Although these type of analysis were
not made in our study, they could be considered for further studies in young males of
BON cattle.

In order to optimize the detection of minimal variation in physical, testicular, behavioral
and seminal traits, which could suggest puberty onset-related responses, we followed
the method of the Breeding Soundness Examination (BSE) proposed for mature bulls
(9, 31, 35) and nowadays applied to young males (11, 33), in order to achieve a more
integral approach to puberty onset. In the present study we shall refer to puberty onset
and establishment as the time of initiation of and transition to puberty and sexual
maturity, respectively (8, 16, 21, 22).

Body traits
Body weight and SC showed the higher correlation coefficient with age, in agreement
with reports for both B. taurus (6-8) and B. indicus (11, 33) cattle. Individual values

for the period of study ranged between 232,5 and 448 kg for the youngest (male 23-7,
9,9 months of age) and the eldest (male 11-6, 28,1 months of age) males of the group
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(Table 1). Similar results were observed if the analysis was made by group of ages,
when the youngest (10 to 11) and eldest (26 to 27 months), groups of age weighted
251+ 7 and 433 + 5 kg, respectively. Values found for the same groups of age in a
contemporary study evaluating the BON herd of Corpoica, were lower than those
here reported (13), clearly reflecting differences between both herds for its average
size and weight, possibly as a result of different nutritional plans and climate variations
(1, 34), as reported elsewhere (11). However, a high correlation between BW and age
was found in both studies, which means that the faster period of growth elapsed between
puberty onset and establishment was comprised, as found for other B. indicus and B.
taurus cattle (11, 14).

Body length was included in the study with the aim of contributing to define reference
values for BON cattle. Although this is a parameter not usually included for evaluating
puberty onset, our results showed a mild correlation with age between both BL and
HW (Figure 1B and 1C). Unfortunately, no reports could be found in the literature on
the relationship of BL, and HW with puberty onset. One phenotypic characteristic of
BON cattle is its relative low size, as corroborated in this study, in which only a
difference of 12 cm were found for WH in a range of 14 months of age (Table 2).
Neither BL nor WH were measured in the study with BON herd of Corpoica (13).
However, it is important to clarify that BL is currently measured from withers to the
major femoral trocanter, but in our study it was measured from withers to the first
coccigeum vertebrae.

Reduction in growth rates observed for BW between 12 and 13, and 17 to 18 months
(Figure 3), as well as for WH between 18 to 19 and 18 to 19 months (Figure 4) could
not be explained, but they could be related to physiological adaptations of males to
puberty onset and transition to sexual maturity (35). Even though it is possible to
consider that the low number of observation for each group could interfere with
significance of the data, the relatively low standard error (Table 2) suggest that this
variations were indeed a physiological response of the males. In addition, the BL: WH
ratio ranged between 1,0 and 1,1, reflecting a similar growth rate for these traits for
the period of study (Data not shown).

Testicular traits

Values for SC have been reported to be 28 cm at the onset of puberty for most B.
taurus cattle, which was found at 13 to 14 months of age for this BON herd (Table 3).
These values are slightly similar to those found in the study with the BON herd of
Corpoica, in which males had 28 cm of SC at 15 months (13). These results are in
agreement with those reported for other tropically-adapted B. faurus breeds (11, 35).
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In the present study, SC had the higher correlation with age, though TL and TD, had a
mild correlation (Figure 2). Interestingly, the TL:TD ratio remain near to 2,0 and the
SC:TL ratio range between 2,7 and 2,5 throughout the range of age evaluated (Data
not shown). Growth of testis in terms of outer (stromal) and inner (germinal) cells in
seminiferous tubes, appears to be the one of the main changes associated with puberty
onset, in response to increasing concentration of gonodotropic (LH, FSH) and steroids
(Testosterone and its metabolites) hormones, acting on Sertoli, Leydig and stromal
cells (18, 25, 35). In the present study, TL and TD reached a plateau at the eldest
groups of age, whereas SC remains growing (See polynomial transformation of data
in figure 5). It seemed that other factor or another trait (for example left testis size, or
testis volume) which was not included in the present study, could explain the different
growth rates found between TD, TL and SC. In addition, the differences in correlation
coefficients found for these testicular traits could be explained because measurement
of SC included both testis, but only the right testis was measured for TD and TL. In a
report by Gabor et al, correlations were made between these traits in mature Senepol
(B. taurus) bulls, which showed a linear relationship between SC and testicular wei ght,
TD and TL, but a curvilinear relationship between SC and BW (19).

Seminal Vesicle Reflex and Libido testing

Because the reproductive function in bulls is related in part to sexual desire and mating
ability, we thought to profit the evaluation of SVR and LibT, a common practice in the
BSE of mature bulls, in order to achieve a more comprehensive approach on the effect
of this component to define puberty onset in young BON males. In addition, breeders
(particularly in our BON herd) well known about the intense sexual desire of young
BON males, some times since calves. In fact, the predominant percentage of strong
responses for SVR found in the study could reflect and confirm the early (maybe
subclinical) onset of puberty in this BON herd. Physiological concentrations of
testosterone are responsible to induce both behavioral and physical changes (4, 25),
necessaries for exhibiting Libido, secreting pre-seminal fluid, protrusion of penis and
complete erection. It is noteworthy that BON males exhibited very good Libido scores
at all: the first time point when young males were evaluated, all of them exhibited
more than five service attempts/5 minutes (which overpass the maximum classification
proposed by Barth (6), although slight variations were observed by the presence of
the dominant male in each group of exposition as demonstrated in other study (24).
Furthermore, the responses of SVR correlates with the responses in terms of production
of pre-seminal fluid, penis protrusion and complete erection, which increased with
age. These results confirm the common observation of sexual precocity in BON males
and suggest a “behavioral” beginning of puberty at an early time before the males
reach the reference value for puberty onset defined by semen concentration (5 x 10’
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sperm/cc with at least 10% of progressive motility). However, its is possible that pre-
pubertal brain-derived rather than gonadal-derived testosterone or its metabolites (4,
22,25) could be responsible for this particular behavior in BON cattle. Further studies
should ruled out this possibility. Interestingly, this kind of evaluation are not commonly
reported because palpation of seminal vesicle is mainly focused in detecting
abnormalities in mature bulls rather than studying physiological responses. Moreover,
we propose an additional tool to evaluate seminal vesicle and its correlation with
reproductive potential.

Semen analysis

The onset of puberty is defined as the time when the first ejaculate have 5 x 107
sperm/cc and 10% progressive motility (6, 9). However, at the age of first successful
semen collection (16,1 months), the ejaculate had 1,63 x 10® sperm/cc (Table 5), which
prevents the use of this parameter to define puberty onset. In this study young males
were not previously trained for semen collection with artificial vagina, and the real
age when males had 5 x 107 sperm/cc was surpassed. Besides other characteristics of
semen analysis such as gross and individual progressive motility, showed good scores
(more than 60%) for all samples evaluated, suggesting that puberty onset had occurred
several weeks ago, before the youngest age at first collection. According to Coulter,
60% of progressive motility can be found approximately 8 weeks after puberty onset
(14), which corresponded to 14 months in our study.

Persistent frenulums (7, 12), interferes with the disposition of young males to ejaculate
when artificial vagina is used, instead of producing low quantities of semen and secreting
accessory gland fluids early during puberty onset. Bruner et al (7) found an incidence
rate of persistent frenulums 0f4.4% in yearling bulls. Unfortunately, we did not evaluate
its incidence in our study. In our contemporary study (13) it was common to observe
young males having high scores for LibT, but not capable of ejaculate as a consequence
of the penis remaining adhered to the sheath. For instance, this finding must be an
obligatory trait to evaluated in further studies, particularly in BON cattle regarding its
apparently early “behavioral” onset of puberty.

The yellowish color and aqueous aspect found in most of semen sample collected,
resembled the low concentration of semen typically yielded at puberty onset (14).
However, a controversy between semen concentration (relatively low) and scores for
gross and individual progressive motility (good and very good) could be argued, but
these results were consistently reported by trained technicians.

Measurement of circulating levels of Testosterone (T) or LH would help to define the
precise onset of puberty in our BON males as recommended by Chenoweth (10).
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However, because of the low correlation coefficient found between testosterone and
puberty onset in the contemporary study with the BON herd of Corpoica (13), we did
not measured testosterone concentrations. In addition, it is clear that GnRH and LH
frequency pulses, rather than testosterone concentrations closely predicts the onset of
puberty. Accordingly, LH and T measurements and the use of electroejaculator and
testicular ultrasonografic and thermographic studies (19), will allow a more precise
definition of puberty onset in BON cattle.

Future implications

This study and the study by Cordoba et al (13) represent the first approaches to define
puberty onset in young males from BON cattle in Colombia. Instead of slight differences
found in both studies, the overal results suggest the onset of puberty between 13-14
months in this breed. However, further studies should include measurements of LH and
T between 10 and 14 months, in order to more precisely define puberty onset and to
study other physiological-related processes such as contribution of brain- and gonadal-
derived steroids to high libido exhibited by pre and per-pubertal BON males. These
results suggest that BSE rather than merely semen concentration must be considered in
order to define puberty onset in bovine cattle.

Resumen

Medidas corporales y testiculares, prueba de libido y analisis de semen en machos
jévenes blanco oreginegro (Bos taurus) de la Universidad de Antioquia, al comienzo
de la pubertad.

Quince toretes (de diferentes edades) del hato BON de la Universidad de Antioquia
fueron evaluados cada semana, desde agosto hasta diciembre de 1998 (incluyendo un
rango de edad de 9,9 a 28,1 meses, en 19 fechas de medicion), para evaluar: 1)
Medidas corporales y testiculares; 2) Prueba de la libido (LibT); 3) Reflejo a la
palpacién de las vesiculas seminales (SVR, n = 244) por masaje rectal; y 4) Andlisis
de muestras de semen (n = 42) obtenidas mediante vagina artificial. Los datos de
medidas corporales y testiculares fueron categorizados en grupos de un mes (desde
10 hasta 27 meses; n = 17 grupos); y para el andlisis del semen se categorizaron en
tres grupos (16,1 a 21, 21,1 a 24,y 24,1 a 27 meses). Pruebas de regresion simple se
hicieron incluyendo cada pardmetro como variable dependiente y la edad como
variable independiente. La prueba de ANOVA Multifactorial se utilizé para definir
diferencias y valores de referencia para cada pardmetro. Las medidas corporales y
testiculares aumentaron proporcionalmente con la edad (p < 0,01): el peso corporal
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(R?=0,796) y la circunferencia escrotal (R* = 0,672) mostraron la mds alta correlacion
con la edad, mientras que mostraron una mediana correlacion la longitud corporal
(R* = 0,454), la alzada (R’ = 0,506), el diametro del testiculo (R’ = 0,415), y la
longitud del testiculo (R* = 0,458). En la LibT, la mayoria de los toretes mostraron
mds de cinco intentos de monta/5 minutos. La intensidad de la respuesta individual
al masaje rectal (secrecion de liquido preseminal, protrusion del pene y ereccion
completa), aumento proporcionalmente con la edad (R*>= 0,539; p < 0,01). El primer
eyaculado se recolecté a la edad de 16,1 meses (1,63 x 1(° espermatozoides/cc, con
mas de 60% de movilidad progresiva en masa e individual), sin embargo, no se hallo
correlacion entre el volumen (3,6 ml), el pH (6,86), o la concentracion del semen,
con la edad. Los resultados sugieren un inicio de la pubertad entre 13 y 14 meses de
edad para el grupo de toretes de este hato. Ademas, se informan los valores de
referencia para cada medida corporal y testicular, en el rango de edad evaluado.

Palabras clave: Bovinos, Ganado criollo, Pubertad, Semen, Toretes, Trépico.
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