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RESUMEN

Con la finalidad de correlacionar factores ambientales y de manejo que modulan la cantidad y
viabilidad del complejo cumulus oophorus (COCs) en donadoras (N = 205) cebu en el tropico, fueron
obtenidos COCs (N = 5896) por aspiracion folicular guiada por ultrasonografia en distintas unidades
de produccién pecuaria. Los COCs se evaluaron por Microscopio-estereoscopico y las variables
dependientes fueron: 1) cantidad de COCs y 2) porciento de COCs viables. Variables ambientales
fueron: indice de Temperatura-Humedad (THI, confort, alerta, peligro y emergencia); épocas: seca
(diciembre-mayo) y lluvia (junio-noviembre), y estaciones. Manejo incluy6: indice tecnoldgico (TI:
bajo, medio, alto), alimentacién (pastoreo o pastoreo + suplementacion), preparacion (<30, 30-90 y
> 90 dias). Se realiz6 ANOVA de una via, factorial y andlisis multivariados. THI en Comfort y alerta
mostraron viabilidad mas alta (68.86 + 2.00 y 74.10 + 2.59) que peligro y emergencia (62.40 + 2.01
y 56.52 + 5.51; p < 0.05); verano e invierno (56.88 + 3.20 y 61.07 + 2.25) muestran menor viabilidad
que primavera y otofio (67.90 £ 2.19 y 76.25 + 1.92). El Tl alto (35.54 + 5.16) mostr6 mayores
cantidades de COCs que el bajoy medio (27.31 +1.72 y 28.20 + 1.84), pastoreo mas suplementacion
aumentan la cantidad (30.96 + 1.77 vs 25.25 + 2.09; p < 0.05) que solo pastoreo. La preparacion
afect6 la cantidad de COCs siendo mayor en <30 y 30-90 dias (37.62 + 5.24 y 32.65 + 2.45) que >
90 (24.21 + 1.50; p < 0.05).

PALABRAS CLAVE:

Confort térmico, bovino, Estrés térmico, ovocitos, embriones in vitro.


http://revistabiociencias.uan.edu.mx/
https://doi.org/10.15741/revbio.12.e1852
mailto:beldominguez@uv.mx

http:/revistabiociencias.uan.edu.mx ISSN 2007-3380

https://doi.org/10.15741/revbio.12.e1852 @ 0SI0)

ABSTRACT

In order to correlate environmental and management factors that influence the quantity and
viability of the cumulus-oocyte complexes (COCs) in donor zebu females (N = 205) under tropical
conditions. A total of (N = 5896) COCs were collected through ovum-pick up across different livestock
production units. The COCs were evaluated under a stereomicroscope, and the dependent variables
were: 1) the total number of recovered COCs and 2) the percentage of viable COCs. Environmental
variables included: Temperature-Humidity Index (THI; classified as comfort, alert, danger, and
emergency); seasons by rainfall: dry (December-May) and rainy (June-November); and season by
month. Management-related variables included: technological index (TI: low, medium, high), diet
(grazing only or grazing + supplementation), and acclimation (<30, 30-90, and > 90 days). One-way
ANOVA, factorial ANOVA, and multivariate analyses were conducted. THI levels in the comfort and
alert categories were associated with higher viability rates (68.86 + 2.00 and 74.10 £ 2.59,
respectively) compared to danger and emergency indexes (62.40 £ 2.01 and 56.52 + 5.51; p < 0.05).
Additionally, during summer and winter seasons (56.88 + 3.20 and 61.07 £ 2.25) showed lower
viability than spring and autumn (67.90 £ 2.19 and 76.25 = 1.92). A high Tl (35.54 = 5.16) was
associated with a greater number of COCs compared to low and medium Tl (27.31 + 1.72 and 28.20
+ 1.84, respectively), while grazing plus supplementation increased COC yield (30.96 £ 1.77 vs. 25.25
+ 2.09; p < 0.05) compared to grazing alone. Acclimation also influenced COC quantity, being higher
in < 30 and 30-90 days (37.62 + 5.24 and 32.65 + 2.45) than in > 90 days (24.21 + 1.50; p < 0.05).

KEY WORDS:

Thermal comfort, bovine, Thermal stress, Oocytes embryos in vitro.
Introduccion

La transferencia de embriones (ET) bovinos, es una biotecnologia reproductiva que consiste
en el trasplante de embriones provenientes de donadoras vacas o novillas, al Gtero de hembras
receptoras, que se encargan de mantener la gestacion hasta su término, es una herramienta para
incrementar la descendencia de individuos con alto valor genético y diseminar caracteristicas
genéticas deseables en las poblaciones (Baruselli et al., 2006). Para llevar a cabo un programa de
TE eficiente, es necesario emplear herramientas reproductivas, con la finalidad de producir
embriones de manera multiple (Narvaez et al., 2022). Los ovocitos pueden ser colectados de ovarios
provenientes de rastros o in vivo de una hembra donante; el primer método tiene la desventaja de
que no es posible conocer datos sobre la genética y estado de salud de las hembras bovinas;
mientras que el uso de hembras donantes bovinas (BD) con el empleo de la técnica de aspiracion
folicular guiada por ultrasonografia por sus siglas en inglés Ovum Pick Up (OPU), se pueden obtener
los datos especificos de las hembras donantes, el ambiente donde se encuentran y el manejo previo
(Morera et al., 2022).

La produccion de embriones bovinos in vitro es un reto en los diferentes sistemas de
produccion ganadera, donde la calidad y la viabilidad del complejo cimulos oophorus (COCs) juega
un papel fundamental en la produccion de embriones; el COCs, se compone de un ovocito rodeado
por células llamado cimulo, esencial en el desarrollo y la calidad del ovocito para ser fertilizado in
vitro (IVF) (B6 & Pincay, 2017). La calidad y viabilidad del COCs es un indicador importante, ya que
influye en la capacidad del desarrollo del embrién; estudios recientes han demostrado que factores
como las préacticas de manejo en la unidad de produccion pecuaria (LPUs), la alimentacion (Pérez &
Castillo, 2021), el medioambiente; afectan la cantidad y la calidad del COCs de la BD (Cao & Jiang,
2020). La viabilidad del COCs no solo se encuentra determinada por la genética del animal; ademas,
esta ligada a la homeostasis; factores ambientales como la temperatura media, la humedad relativa,
la cantidad de lluvia, la presencia y velocidad del viento, son causantes de estrés en las regiones
tropicales, estos pueden alterar la calidad del COCs y a su vez afectan las tasas de f IVF y, por
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Gltimo, el desarrollo embrionario (Gonzéalez & Salas 2019). La exposicion de BD al estrés térmico
provoca alteraciones fisiolégicas en la reproduccion (Roth, 2020; Cardone et al., 2022), interfiriendo
en la maduracién del ovocito, la fertilizacidn y el desarrollo embrionario (Roth et al., 2001; Gendelman
& Roth, 2012). Los efectos negativos del estrés por calor sobre la BD son perjudiciales en la calidad
de los ovocitos y dichos efectos pueden perduran hasta por 3 ciclos estrales después de haberse
presentado una onda de calor (Roth & Hansen, 2004; Zavaleta-Martinez et al., 2024), se ha
mencionado que los ovocitos encontrados en los foliculos terciarios y preovulatorios (antrales) son
los mas susceptibles al estrés térmico (Roth et al., 2001; Kawano et al., 2022); aunado a ello, se ha
relacionado al estrés térmico con la apoptosis de los ovocitos durante el desarrollo folicular y de las
células del COCs (Ahmed et al., 2017). La calidad de los COCs ha sido relacionada con la
disponibilidad de nutrientes clave en la alimentacion de la BD, como vitaminas, minerales,
antioxidantes que provienen del manejo alimenticio y que pueden influir en la cantidad y calidad del
COCs, asi que, una dieta balanceada con suficientes nutrientes esenciales puede mejorar la cantidad
y la calidad del COCs (Lucy, 2001).

Es por ello, que resulta necesario realizar un analisis integral de estos factores (manejo y
ambiente) en el trépico donde el manejo de las BD y la variabilidad climatica son muy cambiantes y
con ello, encontrar procedimientos, épocas o0 estaciones que puedan favorecer la cantidad y calidad
de los COCs para ser utilizados en la produccion de embriones in vitro.

Material y Métodos

Zona de estudio
El estudio se realiz6 en el trépico mexicano; en unidades de produccién pecuaria (LPUs)
localizadas en los estados de Chiapas, Guerrero, Oaxaca y Veracruz.
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Figura 1. Ubicacién de las Unidades de Produccidn Pecuaria en los diferentes municipios
de los estados del México analizados. Se muestran los estados de Chiapas, Guerrero, Oaxaca y
Veracruz.

Animales experimentales
La informacion de los COCs se obtuvo a partir de 205 BD de raza cebu sin superovulacion por
medio de la técnica de aspiracion folicular guiada por ultrasonografia (Ovun Pick-Up, OPU).


http://revistabiociencias.uan.edu.mx/
https://doi.org/10.15741/revbio.12.e1852

http:/revistabiociencias.uan.edu.mx ISSN 2007-3380

https://doi.org/10.15741/revbio.12.e1852 @ 0SI0)

Manejo nutricional y zoosanitario de la Donadora Bovina

Todas las BD fueron mantenidas bajo un sistema de pastoreo extensivo en pastos nativos
Cynodon nlemfuensis y Brachiaria humidicola; y en algunas de las LPUs se ofreci6 alimento
comercial con 16 % de proteina. Se contempld un plan nutricional adicionado con sales minerales
ad libitum y grasa de sobrepaso (300 g/animal, Percutrin Energy, Bayer; Leverkusen, Alemania). El
plan zoosanitario contempl6 bafio garrapaticida (Amitraz 12.5 %. BOVITRAZ®, Bayer; Leverkusen,
Alemania) y desparasitacion interna (lvermectin 1 %, BAYMEC® Prolong, Bayer; Leverkusen,
Alemania), aunado a vacunacién contra enfermedades virales (BOVILIS® VISTA 5 L5 SQ, MSD
Animal Health; Rahway, New Jersey, USA) y clostridiales (CLOSTRIGEN® 9 + T, Virbac; Westlake,
Texas USA).

Obtencién del Complejo Cimulos Oophorus COCs.

La obtencién de los COCs se realiz6 con el empleo de aspiracion folicular guiada por
ultrasonografia (Ovum Pick Up, OPU); el cual permite recolectar COCs de BD provenientes de
foliculos ovéricos con diametro de 2 - 8mm; se utilizé un catéter desechable de 19 “G” (Punzocat),
acoplado a una linea de teflon con presidn negativa de 70 mm/Hg. Previo a la aspiracién, se aplicé
anestesia epidural (0.2 mg/kg Lidocaina al 2 %; Logymed, Logistic & Medicine, Colombia) entre el
espacio de la dltima vértebra sacra y la primera coccigea.

Una vez in situ, con el transductor vaginal se identificaron ambos ovarios, los cuales fueron
manipulados de manera transrectal para posteriormente aspirar los foliculos (ecégrafo Mindray, DP
10 VET). Dicho ecégrafo se encuentra equipado con un transductor micro convexo de 7.5 MHz de
frecuencia, con una guia transvaginal para aspiracion folicular (Morera et al., 2022; Narvaez et al.,
2022). Se utilizé un tubo cénico de 50 ml con 5 ml de D-PBS suplementado con 10Ul/ml (0.1 %) de
heparina (Hep-Tec®; Heparina 10000 Ul/10ml) en cada BD; se recolect6 el contenido folicular para
posteriormente ser lavado con 50ml de D-PBS con un filtro EmCon de 75 micras (Agtech, USA) y
colocados en una placa de Petri (60 x 15mm).

Las estructuras encontradas en el lavado se cuantificaron, evaluaron y seleccionaron de acuerdo
con el nimero de capas de células de la granulosa que poseia, coloracion uniforme del nucleo,
integridad de la zona pellcida, de acuerdo con la clasificaciéon de Loss et al. (1989), y las normas de
la Sociedad Internacional de Transferencia de Embriones (IETS, 1998); se seleccionaron los ovocitos
viables grado | y Il (clasificacion I-1V).

Factores evaluados

Los factores evaluados se categorizaron en dos grupos; aquellos relacionados con el ambiente
donde se localiza la LPUs y los relacionados con el manejo de la LPUs.

Ambiente: temperatura ambiental (°C), humedad relativa (%), velocidad del viento dominante
(km/h), cantidad de lluvia acumulada mensual (mm), algunos de ellos fueron tomados in situ con
ayuda de higrotermémetros digitales portales (AcuRite, Model:01083M, Lake Geneva, Wisconsin,
USA) y otros fueron obtenidos de estaciones meteorolédgicas cercanas a las LPUs. Para determinar
el indice de seguridad climatica ganadero, conocido comunmente como indice de temperatura-
humedad (THI), se utiliz6 la ecuacién 1:

THI =1.8xT+32— (0.55—(0.55+ RH)) = (1.8 x (T — 26)) Ecuacion 1.
Dénde T=temperatura ambiental en °C y RH es la Humedad Relativa en %

Con los numeros obtenidos de la ecuacién 1, se categorizé el THI como: Confort <74 unidades,
alerta de 75-78, peligro de 79-83 y emergencia =84 (Saizi et al., 2019).

Manejo: indice tecnolégico, obtenido a partir de la informacién recabada por encuestas con el
uso de la metodologia propuesta por De Freitas & Pinheiro (2013) y Juarez-Barrientos (2015); que
considera el uso de 23 practicas tecnolégicas que se integran en 5 areas zootécnicas, (Manejo
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nutricional, Manejo genético y reproductivo, Manejo sanitario, Manejo

administrativo/comercializacién y Manejo de pastos). El célculo del Tl por area zootecnia y total se
realizé mediante la siguiente ecuacion:

indice Tecnolégico del area zootécnica:

1 i . .
Tliyeq = —* X, practicas realizadas Ecuacion 2.

Donde: n = nimero de practicas del area zootécnica, i = ésima practica del area zootécnica

El indice Tecnoldgico total:
1 . ‘L . o
Tlotar = * Yj=1dreas Y, practicas realizadas Ecuacion 3.

Dénde: N= Total de practicas realizadas (N = 23), j= j-ésima areas zootécnica, i = i-ésima practica
realizada en la j-ésima area tecnoldgica (n).

El indice tecnoldgico total (Tlow) se multiplicé por 100 para asi obtener un porciento de las
practicas realizadas en la UPP; el valor se categoriz6 en cuartiles; donde Q1 < 70 se considero bajo,
el Q2 70 — 75 se consideré medio y Q3 >75 se considero alto (Arrieta-Gonzalez et al., 2022).
Alimentacion, se agruparon a las BD de acuerdo con manejo alimenticio general durante el afio, en
pastoreo; BD que se encontraban Unicamente en las praderas de la LPUs y pastoreo con
suplementacion (alimento comercial con 16 % de proteina), BD que ademés del pastoreo se les
suplementaba con alimento comercial. Tiempo de preparacién de la BD, dias previos a la OPU en
gue los animales fueron seleccionados para la donacidon de 6évulos; consisti6 ademas de la
alimentacion general, la inclusion del plan nutricional del programa antes de realizar la OPU, que
adiciona sales minerales ad libitum y grasa de sobrepaso (300 g/animal) 30 dias previos a la OPU,
de 30 a 90 dias previos y >90 dias previos a la OPU.

Anélisis estadisticos

Los analisis estadisticos se realizaron con ayuda del programa estadistico STATISTICA v10.0
para Windows StatSoft, Inc. (2011). Con ANOVA de una via para el analisis de los efectos principales
y Factorial para analizar su interaccion; las comparaciones de medias se realizaron por el método
de Tukey (p < 0.05). Ademaés, se realizé andlisis multivariados (Agrupamiento, Clister y
Componentes Principales, PCA) para encontrar las asociaciones entre las variables dependientes
(cantidad y viabilidad de COCs) y las variables independientes (ambiente y manejo); las gréaficas se
realizaron con ayuda del programa estadistico SigmaPlot v11.0 (Systat Software, 2008).

Resultados y Discusién

En primera instancia, se realizé un analisis climatoldgico general con los datos meteorolégicos
de la zona de estudio obtenidos a partir del higrotermometro digital y de las estaciones
meteoroldgicas cercanas a las LPUs, con la finalidad de mostrar un climograma general (Figura 2A);
con ello, se procedio a dividir el afio en estaciones, épocas y categorias del THI (Figura 2B), y asi,
asociar los valores de la cantidad y viabilidad del COCs.
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Figura 2. Analisis climatolégico general en la zona de estudio. A. Climatograma general. Se
muestra la lluvia mensual acumulada (i, mm), la temperatura media (e, °C), la humedad relativa (A,
%) y la velocidad media del viento dominante (m, km/h). B. Climograma por estacién,consist donde
se aprecian las divisiones de la época seca (febrero - junio, ), Lluvia (julio-noviembre , las
estaciones, (lineas punteadas verticales) y el TIH (e), lineas azules discontinuas horizontales; asi
como la velocidad del viento dominante (m, km/h).
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El trépico humedo mexicano representa mas de la mitad de la superficie del area que se ocupa
para la ganaderia; asi, el sistema de bovinos manejados en el Doble Propdsito se desarrolla
principalmente bajo el sistema de pastoreo extensivo (Vilaboa & Diaz, 2009) y es una de las
principales actividades productivas del sector agropecuario para la produccion de leche y carne
(Orantes et al., 2010) a nivel nacional. Estas regiones, en su mayoria se encuentra cubierta con
pastos nativos de los géneros Cynodon, Paspalum, Brachiaria y Axonopus, donde las BD cebu
pastorean; entre sus caracteristicas mas notables de estas gramineas, podemos citar la resistencia
a plagas, su adaptacion a suelos &cidos de baja a mediana fertilidad, e inundaciones temporales; a
pesar de su baja calidad en proteina, las gramineas nativas son la fuente forrajera mas importante
en los sistemas de produccion de bovinos debido a su adaptacion al medio tropical cambiante (Aguiar
et al., 2014; Cruz et al., 2017). En el tropico humedo del sureste mexicano, donde se realiz6 el
andlisis, se presentan épocas del afio bien definidas: época de lluvias comprendidas de junio a
octubre, época del viento dominante del norte “nortes” en los meses de octubre a febrero, que se
empalma con la época seca de febrero a mayo (Vidal-Zepeda et al., 2005), las cuales afectan la
cantidad y calidad del forraje que consumen las DB, asi como el comportamiento reproductivo de los
bovinos (Galina & Geffroy, 2023), por ejemplo edades al primer parto de 36 meses y fertilidad del 43
por ciento (Rios-Utrera et al., 2020). Estudios previos mencionan que independiente de la temporada
de forraje, las vacas tienen déficits de energia en periodos secos (Absalén-Medina et al., 2012).

Con base en el climatograma, las variables de estudio del COCs (cantidad y viabilidad) se
graficaron en funcién del mes en que se colectaron, para apreciar su comportamiento a través del
afno 2023 (Figura 3). Se puede observar que a medida que el THI incrementa (confort, alerta, peligro),
la viabilidad del COCs disminuye y viceversa; también se pueden apreciar los cambios en la cantidad
del COCs respecto a las variables ambientales en el afio de estudio.
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Figura 3. Distribucion del Complejo Cumulus Oophorus (cantidad y viabilidad) a través
del afio de estudio. Se ha dividido el afio en temporada (seca v lluvia i, cuadro superior),
estaciones (lineas puntadas verticales) y categorias de THI (lineas azules horizontales discontinuas).
Se aprecia la viabilidad (%, 4)y la cantidad (m, n) del COCs en funcién del tiempo (meses del afio).
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Con las divisiones realizadas en el afio (THI, época y estacién) y las categorias del manejo de
la BD (indice tecnolégico, alimentacion y tiempo de preparacion), se procedio a realizar los analisis
inferenciales con los efectos (factores) principales para posterior a ello, analizar las interacciones y
determinar si los cambios observados en el ambiente como en el manejo son significativos; los
analisis se muestran en las siguientes tablas (1-4).

En la Tabla 1. Muestra los resultados del andlisis de los efectos principales del ambiente (THI,
época y estacion del afio), con sus respectivas categorias; asi como, los efectos del manejo de la
LPUs (Indice tecnologico, alimentacién y tiempo de preparacion de la BD).

Tabla 1. Analisis de factores extrinsecos que modulan la cantidad y la viabilidad del COCs
en donadoras bovinas cebu en el trépico.

Factores extrinsecos Complejo Cimulos Oophorus COCs

Ambiente N =205 Cantidad (n) p-valor Viabilidad p-valor

Confort 61 31.09+£2.74 68.86 + 2.00°

Alerta 44 30.77 £ 3.62 74.10 + 2.59P 0.0003
THI 0.4071

Peligro 78 26.91+£1.89 62.40 + 2.012

Emergencia 22 24.81+2.67 56.52 + 5.51°

Seca 93 27.98 £ 2.04 64.67 + 1.67 0.2904
Periodo . + 0.6087

Lluvia 112 29.40+1.85 67.47 +1.95

Primavera 40 30.70 + 2.57 67.90 + 219b

Verano 58 29.03 +2.75 56.88 + 3.202 0.0001
Estacion o 0.7734 c

Otofio 50 27.92 £2.90 76.25 £1.92

Invierno 57 26.65 + 2.67 61.07 + 2.25%
Manejo

Bajo 54 27.31£1.72 67.10 £ 2.09 0.4412

:'r)d_ice Medio 129 28.20 + 1.84 0.2204 65.11+1.83 '
tecnolégico Alto 22 35.54 +5.16 70.39+2.78

Pastoreo 79 25.25 + 2,092 66.93 £ 2.57 0.6625
Alimentacion > + b 0.0422 +

Pastoreo+suplementacion 126 30.96 +1.77 65.75+1.41

<30 16 37.62 £5.24 63.84 + 3.57 0.2214

Dias de 30-90 85 32.65 + 2.45" 0.0019 68.91 +1.72 '

preparacion > 90 104 24.21 +1.502 64.35+2.08

abDjiferentes superindices entre filas de la misma columna son significativos (LSD de Fisher, p < 0,05).

Los efectos del ambiente y el manejo en el ganado bovino son variables y complejos, ya que
condicionan el entorno en que los animales se desarrollan y reproducen; sus influencias en el
bienestar, produccion y reproduccion han sido reconocidas y estudiadas por mucho tiempo. El clima
y su variabilidad afecta a los bovinos directa e indirectamente, ya que modifican la calidad y/o
cantidad de forraje disponibles, agua, energia consumida y su uso; esto hace que los bovinos
enfrenten las condiciones adversas del ambiente a través de la modificacion de mecanismos
fisioldgicos y de comportamiento para mantener su temperatura corporal dentro de un intervalo
normal. Como consecuencia, se observan alteraciones en el consumo, el comportamiento y la
productividad (bajos indicadores). Estos cambios se acentlan en condiciones extremas de los
tropicos, lo que conlleva a reducciones en los indices productivos y reproductivos (Grossi et al., 2018;
Galina & Geffroy, 2023) Aunado a ello, el manejo (practicas realizadas) de la LPUs juega un papel
muy importante en los trépicos; ya que generalmente la adopcidn tecnolégica es baja (Galina et al.,
2016; Arrieta- Aguirre et al., 2022); asi que la implementacion de biotecnologias reproductivas para
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mejorar la rentabilidad de la LPUs no es una tarea facil y muestran bajos desempefios (Tabla 1)
como la cantidad y viabilidad de los COCs para su maduracion, fertilizacion y desarrollo embrionario
in vitro para su posterior transferencia a receptoras bovinas (Wu & Zan, 2012; Pérez-Mora et al.,

2020).

Las siguientes Tablas, muestran los andlisis factoriales de los efectos del indice tecnolégico
(Tabla 2) la alimentacién (Tabla 3) y el tiempo de preparacién de la bovina donadora bovina cebu
(Tabla 4) con los factores ambientales.

Tabla 2. Analisis factorial de los efectos del indice tecnolégico con los factores
ambientales que modulan la cantidad y la viabilidad del COC en donadoras bovinas cebl en

el trépico.
Complejo Camulos Oophorus COCs
Factor 1 Factor 2 _ S
N=205 Cantidad Viabilidad (%)
(n) p-valor p-valor
Confort 10 37.50+5.5 74.94 £ 4.4°
Bai Alerta 3 253374 51.04 £ 4.5°
ajo
: Peligro 25 24.12+1.8 64.49 + 3.0°
Emergencia 16 26.31+29 69.29 + 3.8°
Confort 45 29.53+3.1 67.91 + 2.4b°
. Alerta 34 27.14+ 3.8 75.97 + 3.0°
Medio THI ) 0.1627 0.0001
Peligro 44 28.68 +3.1 59.67 +2.9°
Emergencia 6 20.83+5.9 22.48 £5.32
Confort 6 32.16+12.1 65.80 + 5.2°
Alt Alerta 7 50.71+10.2 74.92 + 3.5°
0
Peligro 9 26.00+ 3.7 69.93 +5.1°¢
Emel’gencla *kk *kk *kk
Seca 29 2531+23 62.43+2.8
Bajo
: Lluvia 25 29.64+25 7252+28
indice ] Seca 59 29.89+29 65.97 £2.2
. Medium Periodo ) 0.1520 0.2290
Tecndlogo Lluvia 70 26.78+2.3 64.39+2.8
Seca 5 21.00+5.9 62.40 £4.9
Medio
Lluvia 17 39.82+6.1 72.74 £3.14
Invierno 10 29.60+4.7 52.03+£2.7?
Bai Primavera 24 24.37+2.2 69.03 + 2.9°¢
ajo
) Verano 5 27.00+4.3 71.81 +3.9°
Otofio 15 30.60 + 3.6 72.50 £4.3°
Invierno 25 26.60 + 3.6 64.42 + 3.0
. o, Primavera 34 32.32+4.3 67.11 + 3.1°
Medio Estacion 0.3338 0.0001
Verano 45 28.02+3.2 55.22 + 3.4%
Otofio 25 24.56 + 3.0 80.89 + 2.6¢
Invierno 5 21.00+5.9 62.40 + 4,92
Prlmavera *kk *kk *kk
Alto
Verano *kk *k% *kk
Otofio 17 39.82+6.1 72.74 £3.1°

ab Diferentes superindices entre filas de la misma columna son significativos (LSD de Fisher, p < 0,05).

*** No se obtuvieron donadoras bovinas en esta interaccion.
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Tabla 3. Analisis factorial de los efectos del tipo de alimentacidon con los factores
ambientales que modulan la cantidad y la viabilidad del COCs en donadoras bovinas cebu
en el trépico.

Complejo Camulos Oophorus COC

Factor 1 Factor 2 N=205  Cantidad (n) p-valor Viabilidad p-valor
- (%)
Confort 30 28.66 + 3.6 74.34 £ 2.7°
Alerta 14 20.07 +£3.3 80.67 +4.1°
Pastoreo
Peligro 29 25.13+3.7 61.82 + 4.0°
Emergencia 6 20.83+5.9 22.48 £5.32 0.0001
THI 0.1519
Confort 31 33.45+4.0 63.55 + 2.6°
Pastoreo + Alerta 30 35.76 + 4.8 71.03 £3.1°
suplementacion Peligro 49 27.95+2.0 62.74 +2.1°
Emergencia 16 26.31+29 69.29 + 3.8
Seca 24 18.75 +1.82 67.85+3.8
Pastoreo .
Period Lluvia 55 28.09 + 2.8° 0.0461 66.53 + 3.3 0.5123
Alimentacion eriodo .
Pastoreo + Seca 69 31.20+25° 63.57 + 1.8
suplementacion Lluvia 57 30.66 + 2.4 68.38 + 2.1
Invierno 13 17.23+2.3 67.09 + 4.8°
Primavera 11 20.54 + 3.0 68.75 + 6.4°
Pastoreo
Verano 24 26.16 +4.5 48.81 £5.1?
) Otofio 31 29.58 + 3.6 80.24 +2.2° 0.0001
Estacion - 0.2746
Invierno 27 31.18+3.4 58.17 £ 2.22
Pastoreo + Primavera 47 31.02+3.2 67.70 £2.2°
suplementacion Verano 26 29.53+3.7 64.33+3.4°
Otofio 26 32.03+3.7 71.49 + 3.0°

ab Diferentes superindices entre filas de la misma columna son significativos (LSD de Fisher, p < 0,05).
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Tabla 4. Andlisis factorial de los efectos del tiempo de preparacion de la donadora bovina con
los factores ambientales que modulan la cantidad y la viabilidad del COCs en donadoras bovinas

cebu en el tropico.

Complejo Camulos Oophorus COCs

Factor 1 Factor 2 N=205 Cantidad (n) p-valor \QLZ;)i”dad p-valor
Confort 8 45.37 +8.8° 72.26 +4.3°
Alerta 2 48.00 £ 2.0° 65.40 + 2.2
<30 Peligro 6 23.83 + 3.6% 52.10 + 4.4°
Emergencia Kk Fokk Fokk
Confort 23 35.21 +5.0° 63.28 + 3.0
Alerta 26 36.50 + 5.5° 74.69 +3.3¢
30-90 THI . 0.0126 0.0001
Peligro 25 28.64 + 3.6° 65.03 + 3.1°
Emergencia 11 27.36 £ 2.9° 75.87 +2.8°
Confort 30 24,13 +2.7% 7222 +2.9¢
Alerta 16 19.31 +2.62 74.24 + 4.6°
> 90 Peligro 47 26.38 + 2.4% 62.32 + 2.8
Emergencia 11 22.27 + 4.4 37.17 £ 6.6°
Seca 9 37.44 £8.1° 54.62+3.4
<30 Lluvia 37.85 + 6.6° 75.70£3.3
Dias de . Seca 42 30.88 + 3.5% 69.40 £ 2.3
. 30-90 Periodo . 0.0201 0.1065
preparacion Lluvia 43 34.39 £3.3° 68.44+25
Seca 42 23.07£1.92 62.10 £ 2.6
> 90 Lluvia 62 24.98 £ 2.12 65.87 + 3.0
Invierno 34.42 £10.2 51.55 + 3.52
Primavera 2 48.00 £ 2.0 65.40 +2.2°
<30 Verano 26.00 & *** 68.42 + ***
Otofio 6 39.83+75 76.91 +3.7¢
Invierno 13 30.07+3.6 63.08 + 3.5°
y Primavera 34 30.97 £4.2 72.38 £ 2.5
30-90 Estacion 0.0871 0.0001
Verano 20 30.35+4.7 62.26 +4.3°
Otofio 18 40.27 +5.8 73.96 + 3.2
Invierno 20 21.70 £3.0 63.10 + 3.5°
Primavera 22 243126 61.20 + 3.9°
> 90 Verano 29 26.31+3.8 52.77 +4.52
Otofio 33 23.81+22 77.38+2.7°

ab Diferentes superindices entre filas de la misma columna son significativos (LSD de Fisher, p < 0,05).

*** No se obtuvieron donadoras bovinas en esta interaccion.

La obtencién de ovocitos por OPU es un método utilizado en la producciéon de embriones in vitro
(Hernandez-Ignacio et al., 2023), la viabilidad del COCs es determinada a partir de la clasificacion
de sus caracteristicas morfolégicas (Calvo, 2004). El presente estudio muestra que el manejo
analizado como indice tecnol6gico, alimentacién y tiempo de preparacion, influye en la cantidad de
COCs; mientras que el ambiente influye en la viabilidad de los COCs. En este sentido, los factores
abiéticos como la temperatura, humedad, viento, lluvia, entre otros, influyen en la actividad
reproductiva de las donadoras bovinas, mismos que afectan la implementacién de las biotecnologias
reproductivas (Diaz-Rivera et al., 2011; Torres-Armas & Huayama, 2020; Kayser et al., 2023; Thoriya

et al., 2024).
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Por ultimo, para obtener las ponderaciones de los coeficientes de correlacién o asociaciones
entre las variables de estudio (ambientales y manejo) con las variables del COCs (cantidad y
viabilidad), se procedié a realizar un analisis multivariado; el primero de ellos de agrupamiento
(Figura 4A) que tiene como finalidad mostrar en un dendograma (unién) el valor de asociacion entre
variables. Para la agrupacion grafica de los conglomerados (variables) se aplico el método de
Distancia City-Block (Manhattan) y amalgamados con el procedimiento de agrupamiento de pares
no ponderados y normalizada mediante ([Distancia de Unién / Distancia Maxima]*100). Para la
cantidad de COCs el valor ponderado de asociacion con las variables de manejo fue de r = 0.65 (p
< 0.05) y para la viabilidad con variables ambientales fue de r = 0.75 (p < 0.05). En la Figura 4B, se
muestra el segundo analisis multivariado, analisis de componentes principales (factores, PCA), el
cual tiene la finalidad de reducir la dimencionalidad (niGmero de variables) y con ello agrupar aquellas
gue tiene mayor asociacion y cuantificar la variabilidad explicada por los factores que para este
modelo fue de 38.77 + 29.26 = 68.03 %, Factor 1 (ambiente), Factor 2 (manejo), respectivamente.

A - B
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Alimentacion :h Qantidad
' tAcion _— S
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Preparacion X
]
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ITH g '
' 3
! w
Viabilidad ' -0.5 5
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Figura 4. Andlisis multivariado de asociacion entre las variables ambientales y de manejo
con las variables del COCs (cantidad y viabilidad). A. Dendograma de union, donde se muestran
los conglomerados (cuadros) de variables de manejo y ambientales con las variables del COCs. B.
Andlisis de componentes principales (PCA), donde se aprecian los vectores (lineas) con direccion y
magnitud de cada variable y su valor de asociacion; ademas, se muestra el valor total de la
variabilidad 38.77 + 29.26 = 68.03 %, Factor 1 (ambiente), Factor 2 (manejo), respectivamente.

Las altas temperaturas observadas en el presente trabajo (Figura 1), pueden provocar
hipertermia y con ello reducir la actividad celular del aparato reproductivo de las BD, que se
manifiesta en diversas afectaciones en su funcion; dicha alteracién puede generar dafios en el propio
ovocito. Para Gutiérrez (2018), estas alteraciones se encuentran relacionados con un aumento de la
actividad apoptética del COCs y la produccién de metabolitos, sustancias o0 moléculas reactivas a
oxigeno en las células tanto en los compartimentos citoplasmaticos como nucleares, los cuales
comprometen la calidad ovocitaria al dafiar el DNA, por un aumento en los radicales asociados y con
ello reducir la calidad de los ovocitos (Silva & Baruselli, 2012), dicha afectacion se ha asociado con
embriones de menor calidad durante el verano, al ser comparado con los evaluados en la época de
invierno (Ferreira et al., 2009; Hernandez-Ignacio et al., 2023). El presente trabajo muestra un mayor
valor de la viabilidad del COCs en el otofio, cuando el THI se encuentra en la categoria de confort, y
baja calidad en invierno (Tabla 1) por la presencia del viento del norte que deshidrata al pasto y
disminuye su calidad, como lo menciona Hernandez-Ignacio et al. (2023).

En este sentido, la variabilidad ambiental (calor y frio) pueden genera alteraciones del desarrollo
folicular y ello modifica el desarrollo embrionario (Vélez & Uribe, 2010). Se ha reportado que los
ovocitos son afectados en su crecimiento y maduracion, debido al aumento en el dafio oxidativo y
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son sometidos a apoptosis celular cuando la BD se encuentra en estrés térmico (Hansen, 2009). Por
otra parte, la tolerancia al calor se ha identificado y asociado con marcadores bioldgicos como el
factor de transcripcion de choque térmico (HSF) y las proteinas de choque térmico como las HSP70,
HSP90, HSP27 (Saravanan et al., 2021). HSF y HSP funcionan como citoprotectores evitando la
formacién de proteinas no funcionales (Srikanth, 2017). Hernandez-Ignacio et al. (2023) reportan
gue los embriones de menor calidad se incrementan en BD al ser expuesta al estrés térmico durante
o después de la fertilizacion in vivo.

Para que un programa reproductivo obtenga mejores resultados, es recomendable que los
ovocitos sean provenientes de una BD con una adecuada condicion corporal, que depende de la
nutricién, alimentacioén; asi como de un manejo adecuado de las praderas (Tinco-Salcedo et al.,
2021). Se ha reportado que una BD con una condicion corporal de 3 (escala 1 a 5), posee un mejor
microambiente metabdlico en los foliculos que proveera la formacién de embriones de buena calidad
(Velazquez, 2023). Una dieta balanceada con suficientes nutrientes esenciales puede mejorar la
calidad ovocitaria y aumentar la tasa de ovulacion; mientras que, al carecer de proteina suficiente en
la dieta, confiere efectos negativos en la ovulacion, cigoto y embrion (Restrepo-Mesa et al., 2021);
en este sentido, la suplementacién con grasa de sobre paso previo ala OPU puede ayudar a proteger
los ovocitos del dafio oxidativo (Lucy, 2001); el presente trabajo muestra mejores resultados en la
cantidad de COCs cuando las BD se prepararon con 90 dias o menos antes de la OPU, cuando su
periodo de preparacién fue mayor a 90 dias la cantidad fue menor; probablemente debido al
incremento en la condicién corporal (Kasimanickam et al., 2020; Tinco-Salcedo et al., 2021,
Veldzquez, 2023). Se ha reportado que el nimero de estructuras viables (COCs) y embriones
transferibles es mayor en condicion corporal de 2 a 4 que en condicion de 1 (emaciada) o 5 (obesa),
ya que se modifican algunos de los biomarcadores que determinan la viabilidad del ovocito como la
insulina (Kasimanickam et al., 2020). Por otra parte, se ha reportado que las BD con un balance
energético negativo poseen periodos prolongados de anovulacion y ovocitos de baja calidad (Turk
etal., 2015; Ninabanda, 2018). Los resultados del presente trabajo mostraron que el manejo modifica
la recuperacion obtenida de COCs y el ambiente influyen en la viabilidad del COCs. La variabilidad
ambiental es un estresor abibtico; en especial la temperatura (Das et al., 2016; Jaya et al., 2016), la
cual afecta a los bovinos a nivel productivo y reproductivo disminuyendo la ingesta de nutrientes y
reduccion de los niveles energéticos (Vélez & Uribe, 2010; Das et al., 2016; Thoriya et al., 2024). La
combinacion de estresores abibticos y una dieta inadecuada puede tener efectos negativos en la
calidad del COCs (LeBlanc, 2004). En este sentido, cuando a la dieta se le afiaden suplementos
como vitaminas, concentrados, minerales, grasas, etc., en periodos mayores de 30 a 90 dias, estos
pueden funcionar como reguladores de la homeostasis, en especial de la temperatura. Del mismo
modo, el estrés térmico influye en la perdida de minerales por el fluido corporal (sudor) por lo que, al
haber un incremento de la temperatura hay una mayor demanda de sodio y potasio para termo
regular (Das et al., 2016), que conlleva a cambios en la homeostasis celular.

Conclusiones

El ambiente afecta la viabilidad del COCs; otofio y confort térmico muestran mayores porcientos
de viabilidad; la cantidad de COCs es influenciada por el manejo, la alimentacion y el tiempo de
preparacion de la BD de 30 a 90 dias, muestran mejores resultados.
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