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Resumen

Respuesta al estrés caldrico en bovinos criollos Caquetefios y grupos de

cruces Bos taurus, Bos indicus en el piedemonte amazdnico colombiano.

El calentamiento global estd generando estrés caldrico en los animales cambiando el
comportamiento etologico y disminuyendo los pardmetros productivos, por tal razén en las
regiones tropicales y ecuatoriales como la amazonia colombiana, se realizan cruces de
bovinos de razas Bos indicus por Bos taurus para tener genes de produccion y de
resistencia, desconociendo el recurso zoogenético local criollo Caquetefio, adaptado a
condiciones ambientales y agroecoldgicas de la region.

El objetivo de la presente investigacion fue evaluar la respuesta al estrés calorico en bovinos
criollos Caquetefios y grupos de cruces entre Bos taurus con Bos indicus, determinando la
longitud, densidad, peso, didmetro en el pelo, las variables fisiol6gicas temperatura
superficial, frecuencia respiratoria y determinando el polimorfismo de los genes prolactina
(PRL), su receptor (PRLR), estas variables se relacionaron con el comportamiento de los
animales en pastoreo. Ademas se determinaron los indices de estrés calérico, el indice de
calor (IC), indice de temperatura en globo negro hiimedo (ITGNH), indice de temperatura
humedad (ITH), indice de carga de calor, humedad y viento (ICC), indice de humedad en
globo negro (IHGN) el indice de temperatura humedad y viento (ITHV), indice enfriamiento
por el viento (IEV) e indice del limite de trabajo térmico (ILTT) para determinar las

correlaciones con las variables temperatura superficial y frecuencia respiratoria.

La investigacion se realiz6 en una finca situada en Amazonia colombiana, region de clima
tropical lluvioso de selva (Af). Se utilizaron 44 vacas, 24 eran de la raza criollo Caquetefio
y vacas doble propdésito multirraciales divididas en dos grupos, 10 animales cruzados donde
predominaba la genética de B. taurus (superior al 50%) y otras 10 vacas donde
predominaba la genética de B. indicus (superior al 50%) determinado por los registros en

el Software ganadero (SG), con promedio 46 + 14 meses de edad.

Una actividad inicial que se realiz6 fue la extraccion de ADN de sangre periférica, células

de epitelio de nariz y epitelio de boca, se realiz6 andlisis de varianza (ANOVA) y prueba de
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Fisher LSD para comparacion de medias entre las concentraciones, determinando
diferencias con nivel de significancia p<0,05. Se encontrd buenas concentraciones de ADN
en la sangre periférica (70,86 ee 9,1b pg/uL®), células de epitelio de nariz (58,73 ee 29,9
Hg/uL?®) y epitelio de boca (48,78 ee 45,9 pg/uL?), lo que demuestra que las tres técnicas
permiten extraer ADN de buena cantidad y calidad. Los pelajes de los Caquetefios fueron
de color bayo, los B. indicus principalmente blanco y los B. taurus negros; la longitud del
pelo 5,0+0,14% 6,45+0,7° y 6,27+0,7°mm respectivamente, la densidad 8,54+0,4%
12,71+0,6°y 12,75+0,6° unid/mm? respectivamente y el peso 1,02+0,0031%; 1,04+0,01% y
1,03+0,0 12 g/cm? respectivamente presentaron diferencias significativas (p<0,05) siendo

menor en el Caquetefos.

Se analizaron las secuencias de un fragmento del gen de prolactina (PRL) y de su receptor
(PRLR) debido a que participan en el desarrollo del cabello y la homeotermia, En el PRL se
encontraronll alelos, que presentaron mutaciones que no presentaron alteraciones
importantes de la prolactina, por lo tanto no present6 alteracion en el fenotipo de los
animales que influyera en la morfometria del pelo. De los hallazgos en PRLR se encontraron
4 alelos que presentaban una mutacién en el cromosoma 23, lo que produce una pérdida
de informacion en la proteina codificada, por lo tanto, a nivel fenotipico se presume que

genera pelo corto en el Criollo Caquetenio.

Se encontro alta relacién positiva con la expresion del estrés cal6rico en los animales de
las variables ambientales temperatura en globo negro (TGN), seguido de temperatura
ambiental (TA), mientras la humedad relativa (HR) present6 correlacién negativa. En el
andlisis de correlaciones entre los indices relacionados con el estrés calérico con las
variables de temperatura superficial, frecuencia respiratoria y comportamiento se encontrd
gue los mejores fueron el indice de calor (IC), indice de temperatura en globo negro humedo
(ITGNH) e indice de carga calérica (ICC). El pelaje claro, la menor longitud, densidad y peso
del pelo encontradas en el grupo de Caquetefios se asociaron con parametros fisioldgicos

como las menores frecuencias respiratorias (FR) y baja temperatura superficial (TS).

Los animales pueden expresar estrés caldrico desde las primeras horas de la mafana (7

am), por temperatura ambiental (TA) superior a 25,0°C. Los indices de estrés fueron



VI

menores en el mes de julio, mientras en septiembre se presentaron los mas altos indices.
En condiciones de altas temperaturas los bovinos Caquetefios, interrumpen menos su
pastoreo, seguido de los B. indicus. Los animales con mayor incidencia de los B. taurus son
mas afectados por las altas temperaturas, disminuyendo el pastoreo y dedican mas tiempo
al descanso en la sombra y al consumo de agua. La temperatura superficial (TS) en la hora
de mayor TA fue superior en el B. taurus (38.7°C), seguidos de B. indicus (38,4°C) y criollo
Caquetefio (38,1°C). La frecuencia respiratoria (FR) también presentd la misma tendencia
siendo mayor en los B. taurus (45 rpm), seguido de los B. indicus (40,7 rpm) y los menores
en los criollos Caqueteiios (39,5 rpm).

Al analizar el polimorfismo en el gen de prolactina (PRL), su receptor (PRLR) y al asociarla
con las medidas morfométricas del pelo (longitud, peso, didmetro, densidad), con las
variables fisiolégicas (temperatura superficial (TS) y frecuencia respiratoria (FR)) y con
variables de comportamiento etoldgico determinadas durante seis meses. Se observaron
patrones polimorficos especificos de cada grupo racial en los dos genes evaluados. En el
grupo criollo Caquetefio se encontré que la diversidad encontrada en el gen PRLR podria
tener una mayor asociacion con el fenotipo, ya que permite explicar parcialmente la mayor

adaptacion del bovino criollo Caquetefio.

Palabras clave: Bovino Criollo Caquetefio, recurso zoogenético local, estrés calérico, PRL

y PRLR, pelo corto, frecuencia respiratoria, temperatura superficial.



Abstract

Response to heat stress in Caquetefio Criollo cattle and Bos taurus, Bos

indicus crosshreed groups in the Colombian Amazon piedmont.

Global warming is generating caloric stress in animals changing their ethological behavior
and reducing the productive parameters. Consequently, in tropical and equatorial regions
such as the Colombian Amazon, cattle crossing from Bos indicus to Bos taurus is developed
to obtain genes of production and resistance, without considering local creole zoogenetic
Caquetefio (from Caquetd) resource adapted to the environmental and agroecological
conditions of the region.

Therefore, the objective of the research study was to determine the morphometric,
physiological, molecular and ethological measurements comparing them between the
Caquetefia Creole breed and groups of crossbreeds where some of them were dominated
by Bos indicus and others by Bos taurus. Determining length, density, weight, hair diameter;
and the polymorphism of the prolactin (PRL) and its receptor (PRLR) genes; these variables
were related to the physiological behaviour, surface temperature and respiratory frequency
of grazing animals. In addition, the heat stress indices, heat index (HI), index of humid black
globe temperature (ITGNH), index of humidity temperature (ITH), index of heat, humidity
and wind load (ICC), index of humidity in black globe (IHGN), index of humidity temperature
and wind (ITHV), index of wind chill (IEV) and the index limit of thermal work (ILTT) were
determined to determine the correlations with the variables surface temperature and

respiratory frequency.

The research was developed in the Colombian Amazonia, which is a tropical, rainy and
jungle region (Af). There were used 44 cows where 24 were from Caqueta Creole breed and
other were dual purpose and multi-races divided in two groups of ten crossing animals, one
group were the genetic of Bos indicus was the predominant (over 50%) predominate and

the other, were the genetic of Bos taurus was the predominant (over 50%).

On the other hand, to the variables evaluated was determined descriptive statistic and

variance analysis (ANAVA) Fisher’s test to compare means, determining differences with a
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significant level of p<0.05. Therefore, correlational analyses were doing between variables
and races. One of the activities developed was to determine ADN concentrations obtained
from the peripherical blood (70.86 ee 9.1b ug/uLP), epithelium cells from the nose (58.73 ee
29.9 pg/uL?) and epithelium from mouth (48.78 ee 45.9 pg/uL?). The ADN extracted was
good in quantity and quality. The skin of animals was dark, in the case of Caquetefio dark
brown and B. indicus y B. taurus black. Also, the fur color of Caquetefio was bayo, the B.
indicus light and white and B. taurus black; the hair length (5.0+0.14%;, 6.45+0.7° y
6.27+0.7°mm respectively), the density (8.54+0.4% 12.71+0,6° y 12.75+0,6° unit/mm?
respectively) and the weight (1.02+0.0031%; 1.04+0.012 y 1.03+0.0 1? g/cm? respectively)
presented meaningful differences (p<0.05) being minor in Caquetefios.

An initial activity carried out was the extraction of DNA from peripheral blood, nose
epithelium and mouth epithelium cells, which were subjected to analysis of variance
(ANOVA) and Fisher LSD test to compare means between concentrations, determining
differences with a significance level of p<0.05. Good DNA concentrations were found in
peripheral blood (70.86 ee 9.1b pg/uLb), nose epithelium cells (58.73 ee 29.9 ug/uLab) and
mouth epithelium (48.78 ee 45.9 ug/uLa), which shows that the three technigues allow the
extraction of DNA of good quantity and quality. In the Caquetefia Creole breed , the
crossbred animals with the highest proportion of B. indicus and those with the highest
proportion of B. taurus, the following were found: hair length 5.0+0.14a; 6.45+0.7b and
6.27+0.7b mm respectively, density 8.54+0.4a; 12.71+0.6b and 12.75+0.6b unid/mm2
respectively and weight 1.02+0.0031a; 1.04+0.01a and 1.03+0.0 1ab g/cm2 respectively.

Presented meaningful differences (p<0.05) being minor in Caquetefio Creole breed.

The sequences of a fragment of the prolactin gene (PRL) and its receptor (PRLR) were
analysed because they are involved in hair development and homeothermy. 11 alleles were
found in PRL, which presented mutations that did not present important alterations in
prolactin, and therefore did not present alterations in the phenotype of the animals that
influenced the morphometry of the hair. Of the findings in PRLR, 4 alleles were found that
presented a mutation in chromosome 23, which produces a loss of information in the
encoded protein, therefore, at a phenotypic level it is presumed that it generates short hair

in the Caquetefio Creole.
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A high positive relationship was found between the expression of heat stress in the animals
caused by the environmental variables temperature in black globe (BGT), followed by
ambient temperature (ET) and negative correlation with relative humidity (RH). In the
analysis of correlations between the indices, it was found that those that best help to explain
the heat stress in the animals are the heat index (HI), index of temperature in wet black
globe (ITGNH) and index of caloric load (ICL). The light coat, lower hair length, density and
weight found in the Caquetefio group were associated with physiological parameters such
as lower respiratory rates (RF) and low surface temperature (ST).

Animals can enter in heat stress since the first morning hours (7 am), as consequence of
ambient temperature (AT) above 25.0°C. The stress indices varied according to the month,
the lowest records were found in July, while the highest indices were found in September.
In high temperature conditions, the Caquetefio cattle, followed by the B. indicus, interrupt
their grazing the least. Animals with higher incidence of B. taurus are more affected by high
temperatures, decreasing grazing and spending more time resting in the shade and drinking
water. Surface temperature (ST) at the hour of highest TA was higher in B. taurus (38.7°C),
followed by B. indicus (38.4°C) and Criollo Caquetefio (38.1°C). The respiratory frequency
(RF) also showed the same trend being higher in B. taurus (45 rpm), followed by B. indicus

(40.7 rpm) and the lowest in Caquetefio Creole (39.5 rpm).

The analysis of the polymorphism in the prolactin gene (PRL) and its receptor (PRLR),
associated with the morphometric measurements of the hair (length, weight, diameter,
density), with physiological variables (surface temperature (TS) and respiratory frequency
(FR)) and with ethological behavioural variables determined during six months, show that
there are specific polymorphic patterns for each breed group in the two genes evaluated. In
the Caquetefio Creole group, it was found that the diversity found in the PRLR gene could
have a greater association with the phenotype, as it partially explains the greater adaptation

of the Caquetefio Creole cattle.

Key words: Creole Caqueteiio Cattle, heat stress, PRL and PRLR, short hair, respiratory
rate, surface temperature.
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Introduccién

ElI 85% de la produccién de carne y leche del mundo proviene de los bovinos (Skot & Lipper,
2013); Ameérica ocupa el primer lugar en produccion de carne y el segundo en leche (Cepal,
2017). Colombia tiene 22°'622.972 de bovinos, el 39% (8'822.959) es de cria, el 20%
(4'524.594) ceba, el 35% (7°918.040) es doble propésito, el 6% (1'357.378) es lecheria
especializada y el 1% son razas criollas, presenta baja capacidad de carga nacional 0,55
animales/ha y produccién de leche de 4,37 kg.vaca?'/dial, con 6.500 millones litros de
leche/afio, ocupando el puesto 22 en la produccién mundial (Ica, 2021; Upra, 2020). Uno
de los aspectos que contribuye a que se presenten bajos parametros productivos son las
altas temperaturas como lo reporta Arias et al., (2008).

El presente trabajo se realiz6 en un sistema de produccion del departamento del Caqueta
de la Amazonia colombiana, el cual presenta 2.160.420 bovinos (Torrijos Rivera, 2020). La
region se caracteriza por poseer zonas de lomerio de aspecto ondulado, dentro del
ecosistema de bosque humedo tropical (Holdridge, 2000). Con pluviosidad de 3.600 mm
/afio de precipitacion, con temperatura media anual de 25,1°C; humedad relativa varia entre
79,5y 88,6% (Garcia Lozano et al., 2002).

El aumento de la demanda de leche y carne causado por el crecimiento demografico (Cepal,
2017), la demanda por el uso del suelo, el agua y el cambio climatico son los retos de la
produccién bovina (Nardone et al., 2010). ElI cambio climatico puede ser causado por
fendmenos naturales como periodos de ciclicidad que causa cercania al sol, erupciones
volcanicas, radiacion producida por el sol, rozamiento de las capas tectonicas y circulacion
termohalina entre la atmésfera y el océano (Nwankwoala, 2015) o por aspectos causados
por el hombre al emitir gases de efecto invernadero a la atmosfera (Griggs & Noguer, 2002);
aumentando la temperatura ambiental, los niveles del mar y cambiando los patrones de
lluvia (Solomon et al., 2007). Debido al cambio climéatico se asume que el incremento en la
temperatura ambiental puede llegar hasta 5,8 °C en el afio 2100 (Neely et al., 2009),
afectando en los bovinos el comportamiento, la produccién y la salud (Aggarwal &
Upadhyay, 2013). Los efectos indirectos que afectan la salud de los animales estan

asociados con las alteraciones en las poblaciones microbianas del sistema digestivo de los
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bovinos, la distribucién de las enfermedades transmitidas por vectores, la escasez de

alimentos y de agua (Nardone et al., 2010).

Las bajas en las producciones de leche y carne causadas por el cambio climatico, varian
segun las razas y cruces (Parra et al., 2019). En Colombia las lecherias especializadas con
la raza Holstein y el doble propdsito obtenido con cruces de Gyr y Holstein, han relegado
los genes de adaptacion por enfatizarse en los productivos (Baez et al., 2010). Debido al
efecto del calentamiento global los caracteres de adaptacién han tomado una importancia
gue antes no presentaban (Berman, 2011). Uno de los aspectos de mayor relevancia para
la adaptacion es el comportamiento etolégico, el cual se relaciona con la capacidad de los
animales de percibir los cambios ambientales por medio de los sentidos, a través de
receptores especializados que les permiten captar las sensaciones climaticas y expresar
el estrés caldrico, el cual se manifiesta a temperaturas superiores a 23°C y humedades
relativas mayores que 80% (Flamenbaum et al., 1986).

El cambio climético altera la tasa de ingestion, respiracion y transpiracion, para mitigar el
estrés cal6rico los animales buscan sitios frescos con corrientes de aire, agua y sombra
(Gallardo et al., 2005 y West, 2003). La aclimatacion, el conjunto de cambios fisiolégicos y
metabdlicos que permite contrarrestar el estrés calérico, es otra variable que cambia el
comportamiento etoldgico (Armendano et al., 2015). Este tipo de adaptacién aumenta la
vasodilatacion periférica, el jadeo, la sudoracién, la reduccién en la ingestion, manifiesta
también cambio en el metabolismo hidrico y eliminacion de calor, con el fin de conservar la
salud, la productividad y el comportamiento, estos procesos dependen de la hora del dia 'y
muestran diferencias entre los tipos raciales (Arauz et al., 2010; Fonade e Ideam, 2013 y
Romero et al., 2009).

Las regiones tropicales por ser las mas afectadas por el calentamiento, usan los cruces de
Bos indicus con Bos taurus (Ordéfez, 2019), para aprovechar la adaptaciéon a factores
climaticos y la productividad de carne y leche (Scholtz & Theunissen, 2010) y el vigor hibrido
o0 heterosis (Ramirez & Uribe, 2010).
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En América existen otros tipos raciales conocidos como razas criollas, formadas a partir de
animales Bos taurus traidos de la peninsula ibérica y poseen mas de 450 afios de
adaptacion (Hernandez et al., 2007). En Colombia este proceso inicidé con los vacunos que
trajo Rodrigo de Bastidas en 1525 de la isla La Espafiola (hoy Republica Dominicana y
Haiti) a Santa Marta (Barrera et al.,, 2006a). A la Amazonia colombiana los Bos taurus
llegaron desde la republica de Ecuador y del Departamento del Valle del Cauca; se
considera que estos ejemplares pudieron haber originado la raza Criollo Caquetefio
(Barrera, Martinez, et al., 2006b).

Los recursos zoogenéticos locales presentan ventajas comparativas (Scholtz &
Theunissen, 2010), tales como buena produccion en sistemas extensivos con ambientes
climéaticos hostiles, eficiencia reproductiva, longevidad, buena calidad de la carne,
capacidad de soportar deficiencias en préacticas sanitarias y resistencia a ciertas
enfermedades (Giovambattista et al., 2001; Miretti et al., 2001; Vasquez, 2005). Por estas
razones en Africa han cobrado interés la conservacion de los recursos zoo genéticos locales
denominados razas indigenas, para utilizarlas en cruces como linea materna o puras
(Scholtz & Theunissen, 2010).

Los bovinos criollos en América Latina y el Caribe son usados en produccién de leche,
carne y doble propdsito, desde el nivel del mar hasta zonas alto Andinas (Lopez et al.,
2001). Colombia posee las razas criollas sintéticas Velasquez y Lucerna y las criollas
colombianas Romosinuano, Blanco Orejinegro, San Martinero, Casanarefio, Costefio con
Cuernos, Chino Santandereano, Harton del Valle y el Caquetefio. Estas razas se
consideran vulnerables por existir en el inventario nacional sélo 25000 animales (Anzola
2005). La raza criollo Caquetefio fue reportado por Barrera et al., (2006b), con la
caracteristica de estar adaptada a condiciones ambientales y agroecoldgicas del

Departamento de Caqueta en la Amazonia colombiana.

El criollo Caquetefio es una raza en via de extincién con introgresion moderada de razas
cebuinas. Su rusticidad le permite mantener un buen estado corporal en época de escasez
de alimento y de baja calidad nutricional, presenta resistencia a enfermedades, expresa

tolerancia al calor y a la humedad (Barrera et al., 2006b).
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La evaluacion del valor genético de nuevas razas actualmente se lleva a cabo utilizando
técnicas moleculares que permitan determinar  caracteristicas  productivas
(Dhakshanamoorthy & Selvaraj, 2009), a través del andlisis de genes especificos asociados
con la calidad en leche y carne (Baena et al.,, 2013; Diaz et al., 2005), resistencia a
enfermedades o a condiciones ambientales (do Nascimento et al., 2006; Giovambattista et
al., 2013 y Kulberg et al., 2007). En la presente investigacién se evalud el polimorfismo en
la secuencia de un fragmento del gen de la prolactina (PRL) y su receptor (PRLR) y se
determiné su posible asociacion con la respuesta al estrés caldrico en los tres grupos
raciales de bovinos estudiados. Para el logro de este objetivo se estandarizé la extracciéon
de ADN gendmico de alta calidad a partir de muestras de sangre periférica y mucosa bucal
y de fosa nasal estableciendo las diferencias entre las tres técnicas.

La morfometria del pelo incide en la termorregulacién de los bovinos, la longitud y la
densidad varian segun la raza y afectan la respuesta al estrés calérico (Maia et al., 2003;
Villalobos, 2012; Yoo, 2014). La longitud del pelo se clasifica en corto, medio, largo y muy
largo (Botero, 2008) y se correlaciona con el nivel de afectacion con el estrés térmico. De
acuerdo con Botero, (2008), el pelo corto permite mayor pérdida de calor en las razas
indicas y criollas. Los Bos indicus poseen pelo corto o mediano y los B. taurus largo o muy
largo. Por esta raz6n en esta investigacion se evaluaron las diferencias en estas

caracteristicas entre los tres tipos raciales estudiados.

Existen diversas variables fisioldgicas tales como temperatura superficial (TS), rectal (TR),
las frecuencias respiratoria (FR), cardiaca (FC), recuento de glébulos blancos, proteinas
totales, albumina, glucemia, hematocrito, Ca y P que sirven para determinar la respuesta
de los animales; las FR y TS por ser faciles de medir e influenciables por el tipo racial son

variables a tener en cuenta en la evaluacion del estrés calérico (Espinoza et al., 2011).

Otro aspecto importante es determinar las variables climaticas temperatura ambiental (TA),
humedad relativa (HR) y velocidad del viento (VV) puesto que influyen en el estrés calérico
de los animales (Arias et al., 2008). La temperatura es la principal medida para estimar

confort o estrés. Las temperaturas extremas han causado catastrofes productivas e incluso
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la muerte de miles de animales, que se agrava con las altas HR, cuando se presentan TA
mayores de 30°C. Estas condiciones ambientales reducen la capacidad de disipacién de
calor por la piel y el aparato respiratorio (Arias et al., 2008 y Da Silva, 2006), afectando el
comportamiento fisioldgico y etolégico en los animales (Arias et al., 2008; Pérez et al., 2008
y Suarez et al., 2012). La HR y la TA son variables indispensables para determinar el ITH.
Adicionalmente, estas variables ayudan a interpretar como las variables de longitud,
densidad, diametro, peso del pelo, los polimorfismos de PRL y PRLR interfieren sobre las
variables de temperatura superficial, frecuencia respiratoria, pastoreo, rumia y descanso en

los animales.

Se evaluaron parametros climaticos con el objetivo de estimar indices relacionados con el
nivel de estrés calorico en los animales. como los indices de temperatura y humedad (ITH);
calor (IC), temperatura del globo negro himedo (ITGNH), carga de calor (ICC), temperatura
humedad y viento (ITHV), limite de trabajo térmico (ILTT) y enfriamiento por el viento (IEV)
(Arias et al., 2008; Brake & Bates, 2002; Cony et al., 2004; Sanchez & Reyes, 2016;
Steadman, 1979 y Suarez et al., 2012). Se encontré que en las condiciones ambientales
observadas como temperatura ambiental de 30,3+3,8 °C, humedad relativa 74,4+14,1 %,
velocidad del viento 0,4 + 0,4 m/s, los animales pueden presentar estrés calérico desde las

horas de la manana.

Al evaluar mecanismos de tolerancia al estrés caldrico en bovinos es indispensable
determinar aspectos morfométricos, fisiolégicos, moleculares y etolégicos. Por eso en la
presente investigacion se evaluaron variables de morfometria del pelo como longitud,
diametro, densidad y color del pelo; la temperatura superficial y frecuencia respiratoria como
variables fisioldgicas; el polimorfismo del gen de la prolactina (PRL) y su receptor (PRLR)
como variables moleculares y el comportamiento de los animales en pastoreo como
variables etologicas, con el objetivo de determinar la respuesta al estrés calérico en las

horas del dia de los bovinos criollos Caquetefio y cruces de Bos taurus y Bos indicus.
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1 OBJETIVOS

1.1 Objetivo General

Comparar la respuesta al estrés calérico en bovinos criollos Caquetefios y cruces
Bos taurus, Bos indicus en variables fisiologicas (frecuencia respiratoria y
temperatura superficial) morfométricas del pelo (longitud, densidad, peso y diametro

del pelo) y etolégicas (pastoreo, rumia, descanso).

1.2 Objetivos Especificos

e Evaluar la longitud, densidad, peso y diametro del pelo y su asociacion sobre
frecuencia respiratoria y temperatura superficial como indicadores de estrés
calorico en tres tipos raciales.

e Validar la asociacion entre mutaciones del gen de la prolactina (PRL) y su
receptor (PRLR) sobre variables fisiol6gicas en tres grupos raciales.

e Determinar el comportamiento etoldgico en los tres tipos raciales y su
asociacion con variables ambientales e indices relacionados con el estrés
caldrico

e Validar la asociacion entre mutaciones del gen de la prolactina (PRL) y su
receptor (PRLR), la longitud del pelo sobre variables de comportamiento en

tres grupos raciales.
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2 . Marco Teoérico

2.1 Introduccidn

El cambio climatico puede tener causas naturales (Nwankwoala, 2015) pero el proceso que
se vive en la actualidad lo genero el ser humano (Griggs & Noguer, 2002), donde el uso
excesivo de los combustibles fosiles ha incrementado la temperatura ambiental (Ciesla,
1996), afectando el comportamiento, salud y produccion animal (Nienaber et al., 1999),
debido a que las altas temperaturas sacan a los bovinos de su zona de confort causandoles
estrés caldrico (Nardone et al., 2010). Las investigaciones sobre sus consecuencias toman
relevancia teniendo en cuenta que se prevé que para el afio 2100 las temperaturas
aumentaran hasta 5,8 °C (Neely et al., 2009).

Entender los procesos fisiolégicos y de comportamiento que activan los bovinos para
contrarrestar el estrés cal6rico permite determinar el grado en que un individuo o una raza
se ve afectado (Lacetera et al.,, 2003); asi mismo, la evaluacién de los procesos de
termorregulacién sirve para plantear estrategias de manejo y adecuaciones, pero
principalmente ayuda a determinar cuales son las razas o cruces que mejor lo soportan
(Hansen, 2004). Tener claridad sobre los tipos raciales que estan menos afectados por el
estrés calérico permitird a los productores y a los investigadores plantear estrategias de
mejoramiento genético enfocado hacia la adaptacion a esta realidad de cambio climatico
(Parra et al., 2019). La seleccion de los animales en el trépico bajo ha estado enfocada a la
produccion de leche utilizando machos o semen de razas y cruces de B. taurus, en vacadas
B. indicus (Toledo et al., 2015), otro proceso de mejoramiento que se ha desarrollado es el
uso indiscriminado del B. indicus, mediante cruces absorbentes, estos procesos son los que
histéricamente ha causado la disminucion de los inventarios de las razas criollas, que estan
adaptadas a las condiciones adversas de las regiones de trépico bajo, especialmente a las
altas temperaturas (Barragan et al., 2015a), como es el caso del criollo Caquetefio
(Sanchez et al., 2006).
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El objetivo de esta revision pretende reconocer distintos aspectos relacionado con el estrés
caldrico en bovinos, cambios en las variables ambientales debido a causas antropogénicas,
indices climéticos usados, procesos fisioldgicos y etoldgicos que desencadenan el estrés
caldrico, caracteristicas morfométricas y adaptativas en los procesos de termorregulacion

y las bondades adaptativas del criollo Caquetefio.

2.2 Consecuencias del estrés caldérico y los
procesos termorreguladores en los bovinos

Las regiones tropicales son las que presentan mayor produccion pecuaria a nivel mundial,
sin embargo se presentan dificultades para que los bovinos expresen su potencial, debido
a que los factores climatolégicos como la alta temperatura y humedad relativa, causan
estrés caldrico, afectan directamente el metabolismo y el sistema neuroendocrino debido a
que el estrés determina la secrecion de factor liberador de la hormona corticotropa por el
hipotalamo, que estimula en la adenohipdfisis la secrecion de la hormona
adrenocorticotropa, genera liberacion de las hormonas secretadas por glandulas
suprarrenales y adrenales, los cuales causa efectos negativos en la gametogénesis, pulsos
hormonales, el celo, el ovocito, la fecundacion, la implantacion, el desarrollo embrionario
(Castafio et al., 2014), repercuten en menor fertilidad, crecimiento y produccion de leche
(Lucy, 2001 y Pellecer, 2010). La alta temperatura y humedad de las regiones de trépico
calido sacan al animal de su estado de confort térmico, trastornando la capacidad para

mantener su temperatura corporal (Barragan et al., 2015b).

Cuando las variables climéticas sobrepasan la capacidad termorreguladora del animal, lo
colocan fuera de la zona de confort (Aggarwal & Upadhyay, 2013). Lo cual causa que los
animales interactien con las oscilaciones climaticas, afectando las respuestas fisiol6gicas,
temperatura corporal, frecuencia respiratoria entre otras y el comportamiento etologico
como consumo de materia seca, este proceso altera los requerimientos nutricionales, donde
el agua y la energia son los mas afectados (Arias et al., 2008). La capacidad de respuesta
depende entre otras cosas de las propiedades de la piel, del pelo, de la tasa de sudoracién,
capacidad respiratoria, aislamiento de tejidos, superficie expuesta por unidad de peso,

relacién entre perfiles endocrinos como la disminucion de la accidn de la hormona tiroides
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que genera gastos energéticos (Castafio et al., 2014) y produccién de calor metabdlico
(Esquivel, 2012).

Panadero (2010) reportd que los animales que son sometidos a estrés térmico activan los
mecanismos de conduccién, conveccion, radiacion y evaporacion para disipar el calor, si
son insuficientes inician cambios fisiolégicos como la reduccion del consumo de materia
seca y cambios metabdlicos (secrecién hormonal), estos procesos alteran el metabolismo
hidrico, por el aumento en el consumo de agua, al incrementar pérdidas por sudor (177%),
respiracion (54%) y en la orina (25%) (R E McDowell, 1967). La respuesta del cuerpo para
eliminar calor es activar los procesos fisiolégicos de termorregulacion, lo cual genera
vasodilatacion periférica, jadeo y sudoracion (lzquierdo et al., 2016); si el proceso se
extiende se reduce el consumo de alimento (Romén Gay, 2014).

Cuando se produce un aumento de la temperatura ambiental a largo plazo el consumo de
oxigeno se ve disminuido, indicando una reduccion de la tasa metabdlica (Kibler, 1960,
1962), de igual manera la disminucién de la ingesta de materia seca es un esfuerzo del
animal por minimizar la produccion de calor metabdlico, pero esto contribuye a la
disminucién de la produccion de leche por estrés térmico (Rhoads et al., 2009; Wheelock
et al., 2010). Ya que la actividad tiroidea se encuentra relacionada con la produccion de
calor metabdlico (Yousef & Johnson, 1966), la menor produccién de calor por estrés explica

la menor actividad tiroidea (Tao et al., 2020).

Para disminuir los efectos del estrés calorico los bovinos ponen en funcionamiento procesos
termorreguladores que tienen por objetivo llevar al animal a la zona de confort (Aggarwal &
Upadhyay, 2013). El desarrollo de los procesos termorreguladores se apoyan en primera
instancia del agua corporal, la cual ocupa el 60% - 70% de su estructura y participa en todos
los procesos fisiolégicos y bioquimicos; los animales pueden agotar las reservas de
carbohidratos, lipidos y degradar hasta el 50% de su proteina estructural y continuar con
vida, pero si pierde la décima parte del agua corporal es inminente la muerte, debido a que
todos los procesos bioquimicos corporales se llevan a cabo bajo la presencia de soluciones
liguidas, generando parametros fisioldgicos tales como concentracidén electrolitica, pH y

temperatura; las caracteristicas del agua le permite absorber el calor interno (exotérmico)
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emitido por las reacciones enzimaticas, por eso el agua es un elemento trascendental en la
pérdida de calor en el momento en que el animal presenta estrés calorico, esto lo realiza
debido a que posee efecto ionizante, tension superficial y calor de vaporizacion, procesos
indispensables para el sostenimiento de la homeostasis y en particular la temperatura

corporal (Willmer et al., 2009).

El agua ayuda al animal a perder calor por medio de la transferencia de calor al habitat, (Gil
Restrepo, 2017). Los mecanismos de termorregulacion de los animales donde patrticipa el
agua, determinan la temperatura corporal, balance hidrico y la concentracion de solutos.
Estos procesos regulan los consumos de alimento y agua, altera la tasa metabdlica y la
actividad fisica, los cuales estan ligados al balance hidrico. Son sistemas altamente
correlacionados y dependientes del agua, los cuales se llevan a cabo mediante procesos
de 6smosis y difusion. El grado de adaptacion del animal esta relacionado con la eficiencia
en estos procesos, debido a que determinan el flujo de calor desde adentro del animal hacia
el habitat (Collier & Gebremedhin, 2015).

Las causas por las que el estrés caldrico genera pérdidas en la produccion bovina empiezan
cuando la TA alcanza los 25°C, puesto que se reduce la ingestibn de materia seca y el
accionar de las hormonas tiroideas (Hill et al., 2006), que estimula la lipogénesis generando
calor (Jaimes, 2016). Pero lo que activa realmente el estrés caldrico, es la “temperatura
efectiva”, que mide la temperatura resultante de la interacciéon de la TA y la HR identificado
como el indice de temperatura humedad ITH que a niveles superiores de 72 disminuye la
produccion de leche (Collier & Zimbelman, 2007) y la concentracion de sdlidos en la leche
(West, 2003) segun el nivel de estrés (Gallardo et al., 2008), En las regiones de trépico
bajo humedo los periodos de mayor estrés calérico afecta la produccion del ganado doble
proposito, haciéndole perder peso o disminuyendo la ganancia de peso; este fenébmeno
también es conocido como estrés nutricional, porque el animal no procesa la cantidad de

alimento que necesita para sostener la produccién (Romero et al., 2017).

Un ambiente térmico alto es un factor adverso en vacas lecheras que afecta negativamente
la produccién de leche (Lucy, 2001; Berman, 2011 y Nardone et al., 2010). Cedefio (2011),

mostrd una reduccién en el consumo de materia seca (CMS) y de la produccion de leche
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cuando el indice de temperatura humedad (ITH) superdé los 70 puntos. Estudios llevados a
cabo en vacas lecheras en Georgia EUA, describen disminucién en la produccién de leche
cuando el ITH supera 68 (Tao et al., 2020), reportan en Alemania en vacas Holstein que se
encuentran al inicio de la lactancia disminucién del 19,5% de la produccién de leche con
ITH de 76 (Lamp et al., 2015).

El incremento en la produccién de leche aumenta la sensibilidad de los bovinos al estrés
térmico y reduce el "umbral de temperatura" en la que se producen las pérdidas de leche
(Berman, 2011); esto se presenta porque el aumento de la produccion incrementa el calor
metabdlico (Kadzere et al., 2002). La producciéon de calor generado por vacas en
produccion es mayor a las no lactantes, ya que las pérdidas en la produccion de leche por
efecto del estrés por calor estan directamente relacionadas con los niveles de produccion,
debido a que la zona de neutralidad térmica cambia con el nivel de produccion, por mayor
consumo de alimento y metabolismo, lo que aumenta la producciéon de calor (Odedn &
Romera, 2017). La disminucion en la produccion lechera por estrés calérico depende de la
interaccion de factores con la temperatura del aire (Nardone et al., 2010). Las bajas en la
produccién se estan agudizando debido a los cambios extremos del clima (Lucy, 2001 y
Berman 2011).

La etapa de la lactancia es otro factor que afecta la respuesta al calor (Tao et al., 2020). En
vacas de alta produccién, Nardone et al., (2010) reportaron que en el pico de la curva de
lactancia producian 60 kg.dia de leche y generaban 44.171 kcal.dia® y al final de la
lactancia producian 20 kg.dia? y generaban 25.782 kcal.dia*. Adicionalmente, la calidad de
la leche también se ve afectada (Nardone et al., 2010); cuando vacas lactantes son
sometidas a diferentes niveles de ITH, se alteran los contenidos de proteina, grasa, aS-
caseina y B-caseina k-caseina, a-lactoalbumina y B-lactoglobulina en la leche (Lacetera et
al., 2003).

Otro aspecto que afecta el estrés caldrico es la eficiencia reproductiva, tal como lo demostré
Lozano et al. (2020), los animales sin distrés térmico presentan mejores caracteristicas

reproductivas como tasa de prefiez. En las regiones de tropico bajo humedo los periodos



XXXIX

de mayor estrés calorico afectan el porcentaje de nacimientos de bovinos (Chaux et al.,

2013), este efecto disminuye en los animales cruzados (Aradz et al., 2010).

El estrés caldrico ya ha causado desastres, durante la ola de calor de 2006 en California,
los productores lacteos perdieron mas de $1 billén en leche y animales; durante la década
de 1990 la ola de calor intenso en Nebraska, provoco la muerte de ganado y pérdidas de
rendimiento con costo de mas de $20 millones de dolares; en julio de 1995, una
combinacién de calor y humedad mortal con cielo despejado y sin viento causo la muerte
de més de 3.700 bovinos, en trece condados del oeste de lowa, dejando pérdidas estimadas
en $31 millones de ddlares (Collier & Zimbelman, 2007). Estos ejemplos prevén un aumento
de las pérdidas econémicas en el futuro debido al calentamiento global, en los sistemas de

produccion ganadera intensiva y extensiva.

El Departamento de Caquetd se encuentra dentro de la zona tropical baja hiumeda del
piedemonte amazonico, segun el indice de seguridad medioambiental para el ganado
(livestock weather safety index LWSI) que categoriza al ITH que determina temperatura y
humedad relativa (Theurer et al., 2014), esta region constantemente se ubica en la escala
de “ALERTA” debido a que su rango promedio de ITH es 71-78%, siendo los meses de
noviembre a febrero los de mayor riesgo (Rios et al., 2013), las horas diurnas son las de
mayor relevancia, debido a que genera mayores temperaturas por la radiaciéon solar
(Formacién, 2007).

Los efectos negativos del cambio climético afectan a todos los rumiantes bovinos, ovinos,
caprinos y bufalinos. En los tres dltimos la capacidad de adaptacion a ambientes calurosos
es mayor, expresando pequefias disminuciones en la produccion de leche, por esta razon
fueron menos evaluados. Los valores de ITH donde los pequefios rumiantes empiezan a
sufrir estrés por calor es mayor que en los bovinos y varia entre las razas (Finocchiaro et
al., 2005). La radiacion solar parece tener un efecto menor en la produccion de leche de
ovejas y cabras, pero un mayor efecto sobre el rendimiento de la caseina, la grasa y la
firmeza del codgulo en la leche de ovejas de la raza Comisana del Mediterrraneo (Sevi et
al., 2001).
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2.3 Los sistemas de produccion bovino y los tipos
raciales presentes en el Departamento de Caqueta.

La ganaderia caquetefia es de tipo extensiva y semiextensiva, esta conformada
principalmente por bovinos producto de cruces de B. indicus con B. taurus y un grupo 350
animales de la raza criollo Caqueterio (Barrera et al., 2006; Celis et al., 2019), con tendencia
a la introduccién de razas foraneas y modernas (Ossa et al., 2011). El hato ganadero actual
del Departamento es 1.809.702 cabezas (Devia, 2014; Villa et al., 2015), con 2.130.925
hectareas en pasturas (Nifio et al., 2002 y Vivas, 1989).

Los sistemas de produccién bovinos doble propésito usan animales producto de
cruzamiento entre B. taurus y B. indicus (Gumucio et al., 2016); para entender la obtencién
masiva de los cruzamientos como el biotipo para los sistemas de produccién doble
propésito en las regiones de trépico himedo bajo, es indispensable hacer un recuento sobre

el origen de las razas puras usadas (Magaria et al., 2019).

Los B. taurus, se originaron en el norte europeo, su evolucién se presentd en regiones
templadas donde existian las estaciones, dio origenes a las razas especializadas de leche
y carne (Baez et al., 2010), cuando fue traido al trépico Americano la radiacién solar directa
(350 a 875 kcal/m2hr), temperatura ambiental (25 a 40 °C) y humedad relativa (50 a 95%)
afectaron su comportamiento y el balance calorico (Aradz, 2017). Los B. indicus son de tipo
cebu o del tropico asiatico, su evolucion se dio en latitudes de influencia tropical, al sur de
Asia y en Africa, con forma brevilinea, con expresién de rendimiento de carne, poco
precoces, mas tardios que los taurinos, con caracteristicas fenotipicas y fisiologicas
adecuadas para soportar las condiciones tropicales, con mayor rusticidad y menor

especializacion (Alarcon, 2017).

Los cruzamientos entre B. taurus y B. indicus se han masificado en el trépico americano,
en busqueda de obtener las mejores caracteristicas de ambos a través del vigor hibrido o
heterosis, es decir producir animales de caracteristicas genéticas superiores, combinando
las virtudes de sus padres (Baena & Halfter, 2008), con excelentes rendimientos y

adaptados al trépico (Gamarra, 2004), sin embargo el cambio climético ha disminuido su
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productividad limitando su impacto (Hammond et al., 1996). El uso de estos cruces fue para
establecer sistemas de produccién doble propdsito, influenciando el inventario nacional en
42,8% vy el regional en 80% (Rojas et al., 2011). No se puede atribuir los aportes positivos
solo a estos cruces entre B. taurus y B. indicus, se debe analizar la adaptabilidad natural
de las razas criollas y la transmision de sus genes a su descendencia (Rosa Inés Parra et
al., 2021).

2.4 La raza Criolla Caqueteno.

Se reconocen en Colombia ocho razas: Harton del Valle, Blanco Orejinegro, Costefio con
Cuernos, Caqueteiio, Romosinuano, chino Santandereano, Casanarefio y San Martinero
(Correal, 2004), algunas de estas razas se encuentran al borde de la extinciéon, por
eliminacion o por absorcién de la raza Cebu y otras fordneas (Montoya et al., 2009). Los
criollos colombianos llevan un proceso de adaptacién al tropico bajo colombiano, de mas
de 500 afios (Bedoya et al., 2001). Descienden del mestizaje entre los animales traidos por
Cristébal Colén en su segundo viaje (Primo, 1992). En 1525 pasaron al continente desde

Republica Dominicana y Haiti (Anzola, 2005).

El Criollo Caquetefio es una raza, segun los andlisis filogenéticos, se encontrd uniformidad
racial con introgresion moderada de las razas cebuinas, se presentan dos principales
teorias sobre su origen, la primera describe que fueron animales que ingresaron por
Ecuador y el Valle del Cauca; la segunda es de grupos proveniente de Venezuela que se
extendieron hacia las provincias de San Martin y San Juan de Arama en los Llanos
Orientales, luego con las provincias Caquetefias de San Vicente del Caguan y Puerto Rico
(Barrera et al., 2006b).

Son animales adaptados, con buena fertilidad, natalidad, resistencia a enfermedades,
tolerancia al calor, humedad y se adaptan a las adversas condiciones que le brinda el
ambiente (Barrera et al., 2006b). La introduccién de razas exoéticas de diversos origenes
para incrementar la productividad es lo que histéricamente ha deslumbrado a los
productores y ha permitido el ingreso continuo de razas foraneas, han logrado que algunas

razas criollas se encuentren en via de extincion (Rischkowsky & Pilling, 2010).
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La region es reconocida por su potencial ganadero, enfocAndose en el mejoramiento de
ganado doble propésito (carne y leche), lo que llevado a la reduccion del inventario de
ganado criollo Caquetefio a tan solo 350 animales puros (Quijano et al., 2015). Por lo cual

es catalogado en estado critico de extincion (Steane, 1992).

El criollo Caquetefio, se encuentra en departamento del Caqueta, el cual presenta unas
condiciones climaticas adversas para el confort térmico de los animales debido su alta TA
de 26°C y HR de 88% (IDEAM, 2021), las hembras, tienen sus mucosas sonrojadas en un
64,2% y los machos en un 66,7%, las vetas de las pezufias en hembras es del 56,7% y en
machos el 66,6%, tasa de natalidad de 79% (Torrijos, 2006). Se adapta facilmente a las
condiciones medioambientales y climéticas de la region, con volumenes promedios de lluvia

de 3793 ml/afio y radiacion solar de 1707 horas/afio (Celis Parra et al., 2020).

En la region predominan las razas Brahman, Gyr, Guzerat, cebl comercial y cruces donde
intervienen la raza Holstein y Pardo Suizo. En los cruces entre B. indicus y B. taurus se
han realizado investigaciones en sistemas de produccién usando las razas Brahman,
Nellore, Cebu, Pardo Suizo y los cruces con Pardo Suizo, en sistemas de produccién de
vacas de cria evaluando peso al nacer, al destete, edad al primer parto e intervalo entre
partos (Mejia et al., 2010); en cruces entre Holstein X Cebu y Pardo Suizo X Cebu para
mejorar la produccién de leche en sistemas doble propésito (Calderén et al., 2016) han
demostrado la eficiencia de los cruces, pero en la raza criollo Caquetefio son escazas las
investigaciones. La falta de difusion de las caracteristicas y cualidades del ganado
Caquetefio lo han llevado a la disminucion de sus ejemplares, al punto de ser una raza que

se encuentra en nivel critico de extincion (Sastre, 2004).
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2.5 Genes relacionados con el estrés caloérico

En la biologia molecular existen los genes que son las unidades encargadas de definir la
herencia genética (Corella & Ordovas, 2017). Hay genes que son capaces de definir varios
fenotipicos o caracteres distintos y no relacionados, conocidos como efectos antagénicos
pleiotropicos (Littlejohn et al., 2014). Se han reportado dos mutaciones que se expresan en
cromosomas ho sexuales (autosémicos), donde el alelo alterado es dominante con
caracteristicas antagonicos en los tres procesos bioldgicos de la via de sefializacion de la
prolactina (la lactancia, el desarrollo del cabello y la homeotermia), los cuales son rasgos
evolutivos caracteristicos que diferencian a los mamiferos de otras especies de vertebrados
(Littlejohn et al., 2014).

Dos de estas tres caracteristicas distintivas de los mamiferos, el desarrollo del pelo corporal
y la regulacion homeotérmica de la temperatura corporal tienen vinculos fisiol6gicos, una
de las funciones del pelo corporal es aislar al animal endotérmico (McKechnie & Wolf, 2019).
La tercer caracteristica (lactancia) se asocia con las dos anteriores y posee gran
importancia productiva, ya que es desarrollada por la glandula mamaria y se encargan en
segregar pequefias cantidades de grasa a la leche (apocrina) (Oftedal & Dhouailly, 2013).
Esta tercera caracteristica desempefia funciones en el crecimiento y desarrollo de la
glandula mamaria (mamogénesis), en la secreciéon de leche (galactopoyesis), la sintesis de
leche (lactogénesis), convirtiéndolo en un gen fuerte para definir los rasgos lacteos (Bayil
Oguzkan & Bozkurt, 2019; J. B. Patel & Chauhan, 2017).

Otro rol que tiene el PRL es en el crecimiento del pelo (Grymowicz et al., 2020). El gen de
la prolactina (PRL) y su receptor (PRLR) son los encargados de definir la longitud del pelo
(Craven et al. 2001 y Littlejohn et al. 2014). Han reportado mutaciones en prolactina (PRL)
y su receptor (PRLR), que tienen un impacto en la termorregulacion y fenotipos de la

morfologia del pelo (Chang et al. 2013 y Littlejohn et al. 2014).

Los bovinos Bos taurus reportan tradicionalmente pelo largo lanoso, capas de grasa
subcutanea mas gruesas y tractos digestivos mas grandes que puede generar calor, los

Bos indicus en cambio son mas adaptados al trépico, con pelaje corto, con grandes pliegues
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de piel, que le permite un mayor flujo de calor del cuerpo a la piel y una tasa metabdlica
reducida, mientras que los cruces entre B. taurus y B. indicus presentan valores intermedios
(Porto et al., 2018). Recientemente se reportd una Unica mutacion en la prolactina (PRL) y
otra en el receptor de prolactina (PRLR) que han tenido efecto genético en la longitud del
pelo y en la estructura del pelaje del ganado vacuno (Littlejohn et al., 2014). En los Bos
taurus se encontré en el PRL un sindrome genético espontaneo y dominante, que presenta
fenotipos inusuales por la presencia de pelajes excesivamente largos, al igual que
insuficiencia en la lactancia y disfuncion termorreguladora (Littlejohn et al. 2014).
Rastreando esta mutacion para este sindrome identificaron una nueva mutacién
fenotipicamente reciproca en la misma via molecular, definiendo las caracteristicas
termotolerantes de la raza de ganado Senepol, estos datos sugirieron que la mutacion
PRLR p.Leu462, o alguna otra variante desconocida, portada por el mismo haplotipo, fue
responsable del fenotipo de la capa fina, que presentan una relacion directa sobre la
expresion de variables fisiolégicas que ayudan en los procesos de termorregulacion
(Littlejohn et al. 2014).

En el organismo se presentan redes de genes que influencian células y tejidos en respuesta
al calor ambiental, estas redes se activan a nivel intra y extracelular de manera coordinada
con el metabolismo corporal, cuando los organismos se encuentran por fuera de la zona de
confort térmico, este fendbmeno se presenta cuando la temperatura en la superficie de la
piel excede los 35°C (Collier et al., 2008). Lo cual genera que el animal empieza a
almacenar calor y que incremente rapidamente la perdida de calor por evaporacion, en este
momento se activa la red de genes la cual incluye: Activacion de la transcripcion del factor
uno del estrés caldrico (HSF1); incremento de la expresion de proteinas de estrés térmico
(HSP), disminucion de la expresion y sintesis de otras proteinas; incremento de la oxidacion
de la glucosa y los aminoacidos, la reducciéon del metabolismo de los acidos grasos; la
activacion endocrina del sistema de respuesta al estrés; la activacion inmune por via

extracelular del sistema excretor de HSP (Collier et al., 2008).

A las HSP les han determinado dos familias: proteasas y chaperonas, que tienen un papel
fundamental en la eliminacion de otras proteinas mal plegadas o alteradas durante su
proceso de maduracion, se han reportado una serie de polimorfismos en el gen HSP70 que

ademas de predecir termotolerancia, se han vinculado con resistencia a enfermedades
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como mastitis en la raza Holstein china (Xiong et al., 2013) y pueden influir en la resistencia
al calor y posiblemente utilizarse como marcador molecular en la termorregulacion (Badri
et al., 2021). Las proteinas de choque térmico (HSPs), también conocidas como proteinas
chaperonas, son un grupo de proteinas altamente conservadas, que se producen en
organismos celulares expuestas al estrés, la expresion de ellas esta regulada por genes
especificos, cuya transcripcion esta dada por la interaccién de los denominados factores de
choque térmico (Roberts et al.,, 2010). Las HSP son conocidas como proteinas que
participan en el ensamble adecuado de polipéptidos sin hacer parte de ellos, la
denominacion de chaperonas se liga a su funcién de colaborar en la formacion de otras

proteinas, evitando que se plieguen de forma incorrecta (Sanchez, 2007).

El gen HSP90abl se ha analizado en la raza Sahiwal, evidenciado una tolerancia relativa
al estrés térmico, junto a la respuesta de la produccion total de leche, las variaciones
pueden inclinar hacia la seleccion y la cria para mejorar la tolerancia térmica en las vacas
Sahiwal (Sailo et al., 2015).

El efecto del estrés caldrico puede ser evaluado a través de la determinacion de variables
bioquimicas como los niveles de la enzima Na*K*-ATPasa. Aslihan (2002), determin6 que
esta enzima se encuentra en todos los mamiferos y es la manifestacion enziméatica del
funcionamiento de la bomba de sodio-potasio-ATPasa. Debido a que preserva el gradiente
idnico a través de la membrana celular, el potencial de la membrana en la célula y su
equilibrio osmético, esta enzima es considerada adecuada para evaluar el funcionamiento
celular. Morel et al. (1998) demostré que existe sensibilidad de la enzima Na*K*-ATPasa al
estrés oxidativo, mientras que Deb et al. (2015), dice que esto puede indicar la existencia
de una correlacion entre el estrés calérico y la Na*K*-ATPasa. El estrés calérico y la elevada
tasa metabdlica incentiva la produccién de radicales libre de oxigeno (RLO), que reaccionan
con diferentes biomoléculas como son lipidos, proteinas y acidos nucleicos, produciendo
dafio celular (Raji et al 2015). Se sabe que la funcibn de Na-K ATPasa esta
considerablemente disminuida en presencia de radicales libres como el OH (Liu et al., 2011,
Mense et al.,, 1997; Wang et al.,, 2011), en un trabajo con vacas Holstein Chinas
demostraron que la variacion en la secuencia de las subunidades alpha 1 y beta 2 de los

genes Na*K*-ATPasa esta relacionada con tolerancia al calor. Deb et al. (2015), determiné
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gue los genes de la familia beta ATPasa y el gen HSP70 a temperatura superiores de 37°C

incrementan abruptamente su expresion.

La expresién de genes bajo estrés térmico puede explicar la adaptabilidad al calor de
algunas razas autéctonas, el gen ATP1ALl en el locus T27008243C en la raza Sahiwal y el
locus 27008223 en vacas Karan Fries, son pruebas tangibles que existen genotipos

deseables que expresan mayor adaptabilidad genética al estrés por calor (Das et al., 2017).

2.6 Funciones de la prolactina en el estrés calérico

La hormona prolactina es polivalente en términos de acciones bioldgicas, se sintetiza y
secreta a partir de células especializadas de la glandula pituitaria anterior, hasta el momento
se han documentado mas de 100 efectos diferentes y distintos, tales como reproduccion,
osmorregulacion, metabolismo, inmunorregulacion, funcién cerebral y de comportamiento
etolégico (Horseman & Gregerson, 2014). Se encontr6 que la prolactina tiene conexién con
la temperatura corporal mediante la exposicion al calor, porque es una hormona
multifuncional asociada con la TA que participa en actividades de reproduccion,
osmorregulacion, metabolismo, inmunorregulacién, funcién cerebral y comportamiento
(Eltayeb et al., 2010).

La prolactina participa en procesos termorreguladores durante climas célidos, los cuales
pueden afectar la regulacion de los fluidos corporales, manteniéndolos en sus niveles
durante el calor, también puede controlar el ciclo de crecimiento del pelaje de los animales
en las regiones donde se presentan las estaciones, dirigido a facilitar la pérdida del calor
durante la época de verano (Bernichtein et al., 2010; Horseman & Gregerson, 2014). Todos
estos procesos estan asociados a la produccion y emision de calor; algunos resultados
apuntan a una posible conexion entre la prolactina y la temperatura corporal central durante

la exposicion al calor (Alamer 2011).

Han reportado que los niveles de prolactina pueden afectarse principalmente por dos

factores, la temperatura ambiente y el fotoperiodo, encontrdndose que en las regiones
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templadas la prolactina es mas alta en verano que en el invierno (Curlewis. 1992). El
principal aspecto que afecta su concentracién es el aumento de temperatura ambiental,
ejemplo: en vaquillas Holstein se puede triplicar los niveles de prolactina al elevar la TA de
18 a 32°C., debido a que el estrés caldrico afecta la sintesis y secrecion de la prolactina
(Matteri et al., 1994). Uno de los aspectos de mayor importancia es que la prolactina esta
implicada en los procesos de aclimatacion, este proceso homeotermico se asocia con la
adaptacion de varias funciones fisioldégicas corporales que estan conectadas con la
temperatura térmica, como la termorregulacion y el equilibrio de fluidos (Bernabucci et al.,
2010).

Durante el estrés térmico los rumiantes responden de forma inmediata con aumento de la
tasa de respiracion, la disminucion de la ingesta de alimento y el aumento de la ingesta de
agua, estos procesos se agudizan en los animales de mayor produccion por ser mas
susceptibles al estrés térmico, porque generan mas calor metabdlico (Alamer 2011). Los
animales que tienen bajos niveles de prolactina aumentan la frecuencia respiratoria (Salab
et al., 1995). Otro aspecto que causa el estrés caldrico es la alteracion del perfil hormonal,
el cual se caracterizan por la disminucién y aumento de las hormonas anabdlicas y
catabdlicas respectivamente (Aggarwal & Upadhyay, 2013). El cambio inducido por el calor
altera el metabolismo energético, lipidico y proteico post-absorcion, deteriora la funcién
hepatica, provoca estrés oxidativo, coloca en peligro la respuesta inmunitaria y disminuye

el rendimiento reproductivo (Bernabucei et al., 2010).

La hipersecrecion de la prolactina por exposicion al calor puede estar involucrada en la
mejora de algunos mecanismos termorreguladores, posiblemente apoyando la defensa
contra el calor o reduciendo su incremento (Alamer 2011). Una caracteristica comun de la
prolactina puede ser su efecto sobre el transporte de solutos y agua a través de las
membranas, controla la funcién de las glandulas sudoriparas, regula el transporte de iones
y regula el movimiento de agua y solutos a través de la membrana plasmatica, el cual es

de crucial importancia para todas las células (Soos et al., 1993)

La Prolactina esté involucrada en el flujo de agua y electrolitos en intestinos, rifidén y glandula

mamaria, mediante técnicas de inmunotincién y la prolactina controla la funcién de las
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glandulas sudoriparas (Walker et al. 1989). Los animales supresores de Prolactina
aumentan la frecuencia respiratoria durante el aumento de las temperaturas, esto es un
intento por parte de los animales homeotermos de disipar calor aumentando la FR cuando

la via evaporativa se vuelve insuficiente (Sergent et al., 1988)

El estrés caldrico induce alteraciones marcadas en la tasa de renovacion de agua y sobre
el metabolismo, lo cual genera un aumentan en las necesidades de agua, debido al
incremento de las pérdidas de agua por evaporacion durante las tensiones de calor (Alamer
2011). La prolactina también se asocia con el consumo de agua, debido a que ella durante
el estrés calérico expande el compartimiento de liquido extracelular, adicionalmente

disminuye la excrecion renal de liquidos y electrolitos (Hormbin, 1980).

Otro mecanismo que se activa en los rumiantes que se encuentran con estrés caldrico es
mantener su equilibrio térmico, ajustando la cantidad de sangre que fluye por los vasos
cutaneos por vasodilatacion periférica, en conclusion, el calor se transporta del interior del
cuerpo hacia las superficies corporales, seguidamente el calor se disipa de la piel mediante

la perdida de agua por evaporacién (Jmpapol et al., 2010).

La prolactina participa en la formacién de pelajes lisos y delgados que contribuyen en la
perdida de calor para disminuir la hipertermia durante la exposicion al calor, también ayuda
en la reduccion significativa de la absorcion de calor por la radiaciéon solar, por eso los
animales con pelos resbaladizos cortos experimenta menores temperaturas en condiciones

de estrés calorico (Dikmen et 2008).

2.7 El pelaje y las medidas morfométricas del pelo
como parametros relacionados con el estrés calorico.

Se han descrito varios factores que actian en la pérdida de calor cuando el animal se
encuentra en estrés térmico, tales como el color del pelaje y la piel, la longitud, la densidad,
el didmetro y el peso del pelo, todos estos caracteres estan regulados por el accionar de
los genes (Botero, 2008; Tatis y Botero, 2005; Aradz, 2017; Curtis 1981 y West, 2003).
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Las tonalidades del pelaje es un aspecto que actian en los procesos de termorregulacion
en los animales puesto que entre mas oscuro sea el color de la superficie tegumentaria
menor sera el grado de emisividad cal6rica (Aratz, 2017). El indice del calentamiento
tegumentario en el ganado bovino, varia segun el color del pelo entre 0,50; 0,65; 0,80 y
0,90 en pelajes blanco, pardo claro, rojo y negro, respectivamente (Curtis, 1981); esto indica
gue la cantidad de energia cal6rica retenida y acumulada en el tiempo de exposicion en la
superficie corporal de los bovinos cambia en funcion de la tonalidad del pelaje y la piel, el
color del pelaje oscuro aumenta el calentamiento epidérmico con alteraciones fisiologicas
(West 2003).

El pelo en los bovinos se clasifica segun su longitud, Botero (2008) reporta que el pelo corto
mide 3 mm o menos, medio de 3,1 a 5 mm, largo de 5,1 hasta 9 mm y muy largo mas de 9
mm; esta caracteristica ayuda a determinar el grado de afectacién de las altas temperaturas
ambientales sobre el estrés térmico; los Bos indicus se consideran de pelo corto o mediano
y los Bos taurus de pelo largo o muy largo (Tabla 1-1). El pelo corto es una ventaja para los
bovinos que se encuentran en zonas calidas, debido a que los foliculos pilosos, las
glandulas sudoriparas y sebaceas son de mayor tamafio al compararlo con aquellos que
poseen pelos largos, estas glandulas excretan mayor cantidad de agua facilitando la
pérdida de calor por los mecanismos de termorregulacion por conveccién y evaporacion,

esto es propio en las razas indicas, en algunas taurinas criollas y el Senepol (Botero, 2008).

Tabla 2-1: Longitud, Diametro y Densidad del pelo bovino.

RAZA Morfometria del pelo

Longitud Diametro Densidad Fuente
Cebu 3,6 (R E McDowell,
Holstein 10 -15 (Bertipaglia et
Criollo 49-10.9 (Landaeta et al.,
Holstein 10,5-18,33 26 700 - 3600 (Gebremedhin &
Braford 4,13-26,5 41,2 319 - 4851 (R G Da Silva et

Brangus 20,8 41,2 867 Maia et al, 2003




2.8 Las variables ambientales y su relacion con el
estrés caldrico en los bovinos.

Las variables climéticas influyen de forma directa en el estrés caldrico de los animales y
para entender el accionar de ellas sobre el comportamiento etolégico en los bovinos es
importante conocer el rol de cada variable (Rashamol et al., 2018).

La temperatura ambiental es la cantidad de calor presente en una masa de aire sobre un
lugar determinado (Epstein & Moran, 2013), generalmente es considerada como la principal
medida térmica utilizada para estimar confort o estrés (Da Silva, 2006 y Peters & Slen,
1964). Las temperaturas extremas han causado catastrofes productivas e incluso la muerte
de miles de animales (Arias et al., 2008; Hahn et al., 2003; Nienaber et al., 1999). Las altas
temperaturas decrecen la actividad de la glandula tiroides, afectan la motilidad y la tasa de
pasaje de los alimentos, esta glandula produce las hormonas tiroxina y triyodotironina,
encargadas de regular la termogénesis (Habeeb, 1992), regulan la tasa de respiracion,
pulso, sudoracién, vasodilatacién para perder calor a través de las vias y mantener el

balance térmico (Silanikove, 2000).

La humedad relativa es definida como la cantidad de agua o vapor de agua que se
encuentra en el aire, esta variable junto con la temperatura ambiental, la radiacion solar y
la velocidad del viento, son las que afectan el balance térmico (Arias et al., 2008). La
humedad relativa (HR) acentla las condiciones adversas de las altas temperaturas,
reduciendo la capacidad de disipacién de calor tanto de la piel como del aparato respiratorio
del animal (Salles et al., 2016), el incremento de la temperatura y humedad relativa sacan
al animal de su estado de confort térmico y activa los mecanismos de pérdida de calor
buscando mantener la temperatura corporal en rangos normales (Vidal, 2010). afecta la
efectividad de la evaporacion y las condiciones homeotérmicas (Blackshaw & Blackshaw,
1994), a partir de los 30°C (Arias et al., 2012). Ocasionando efectos fisiolégicos como

aumento de transpiracion y jadeo (Epstein & Moran, 2013).

La radiacion solar es la energia emitida por el sol, expresada por medio de radiaciones

electromagnéticas que tocan la superficie terrestre, estas radiaciones generan un espectro,
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el cual puede ser medido por su frecuencia o por su longitud de onda, en donde estas
establecen una relacion inversa debido a que la radiacion electromagnética se propaga a
la misma velocidad por toda la superficie por igual (Barros & Troncoso, 2010). La
pluviosidad definida como la cantidad de lluvia que cae en un lugar y periodo de tiempo
determinado, esta variable influye en el estrés calérico debido al exceso de humedad que

interfiere en los procesos de termorregulacion (Blanco, 2009).

Dentro de la zona “termoneutral” para vacas lecheras (5 y 26°C) el bovino presenta mayor
produccion (Dash et al., 2016), cuando el animal presenta ausencia de confort térmico
producido por una acumulacién o pérdida excesiva de calor entra en estrés calérico
(Mondelo et al., 2004), el busca compensarse modificando su metabolismo, disminuyendo
el consumo de materia seca buscando minimizar la produccion de calor metabdlico
(termogénesis) para nivelar su temperatura y recuperar su confort (Cedefio, 2011),
disminuye la produccién (Chaux et al., 2013).

2.9 Los Indices para determinar el estrés calorico.

Existen otras variables ambientales de gran importancia para determinar el estrés caldrico,
son variables que sirven para indicar el nivel que afecta la temperatura ambiental a los
animales (Aggarwal & Upadhyay, 2013). La temperatura en globo negro (TGN) es una
medida indirecta de la carga de calor radiante del entorno obtenida con un termémetro
instalado dentro de una esfera de cobre hueca pintada de negro mate, que permite inferir
la sensacion térmica de un animal (da Silva et al., 2019), presenta correlacién con la
temperatura corporal y frecuencia respiratoria (Souza, 2010), debido a que describe la
interaccién entre temperatura del bulbo seco, el movimiento del aire y el calor del ambiente
(ASHRAE, 2017). También se presentan otras variables que son usadas para estimar
indices relacionados con el estrés calérico, como son la temperatura del bulbo himedo
(TBH) y temperatura en bulbo himedo naturalmente aspirado (TBHNA) (T. Patel et al.,
2013).

A partir de las variables climaticas se han generado indices que reflejan el nivel de estrés
caldrico en los animales siendo el mas conocido el indice de temperatura y humedad (ITH)

que usa la temperatura ambiental (TA) y la humedad relativa (HR) combinandolo en un solo



LIl

valor (Cony et al., 2004; Kelly, 1971); es un indice importante debido a que de forma natural
el aire tiene la capacidad de absorber agua y es influenciado por la TAy la HR (Sanchez &
Reyes, 2016), es decir limita la pérdida de calor en los animales (Da Silva, 2006) cuando
se encuentra un valor igual o superior a 72%, los animales por efecto del estrés calorico

comienza a disminuir la produccién (Villa et al., 2015).

El ITH es uno de los indicadores mas utilizados para estimar la carga de calor que reciben
los animales (Thom, 1959), las dos variables climaticas involucradas en el calculo de este
indice son regularmente medidas en todas las estaciones meteorolégicas, por lo tanto es
posible estimar la carga de calor ambiental a que se ven sometidos los animales dentro de
las zonas de influencia usando la ecuacién de Cony et al., (2004):

ITH = (0,8 X TA (°C)) + (HR (%)/100) x (TA (°C) -14,4) + 46,4.

En la década del 70, se desarroll6 el indicador de Seguridad Climatica para Ganado
(Livestock Weather Safety index) como una manera practica de categorizar el riesgo de
estrés calodrico en cuatro niveles: normal (ITH<70%), alerta (71%=2ITH<78%), peligro
(79%=I1TH=<83%) y emergencia (ITH283%) (Arellano et al., 2006). En las zonas calidas los
animales expresan estrés por calor cuando se presenta una temperatura critica superior
(TCS), generando incremento de las pérdidas por evaporacion para mantener la
homeotermia; generalmente se presenta cuando el indice de Temperatura Humedad (ITH)
se encuentra en 71 o superior (Carmona 2013), disminuyendo la produccién lechera de

forma lineal con el incremento de la temperatura (Cerqueira et al., 2016).

Otro indice de estrés calorico es temperatura en globo negro himedo (ITGNH), se mide la
temperatura a través de un termémetro de globo negro, cuyo bulbo esta inserto en una
esfera negra y el registro es indicador de la temperatura radiante, concepto similar a lo que
puede ser la sensacion térmica en los animales (Velazco & Rovira, 2012), es conocido
internacionalmente como Wet Bulb Globe Temperature (WBGT) (Mahgoub et al., 2020).
Para su estimacion se requieren las variable temperatura radiante, temperatura de bulbo
hamedo, temperatura de bulbo seco, temperatura de globo y humedad relativa del aire
(Moran et al., 2001; Vargas, 2012)y



LI

WBGT=0.7 Tbh + 0.2 Tgn + 0.1 Ths

Tbh: temperatura en bulbo himedo, Tgn: Temperatura en globo negro y Tbs: temperatura

en bulbo seco

Segun Gaughan et al. (2008), usando la temperatura de globo negro (TGN) se puede
estimar la temperatura corporal, para estimar el estrés animal calculando el indice de carga
de calor (ICC), utilizando las variables humedad relativa (HR), velocidad del viento (VV)
(Suérez et al., 2012).

ICCren>25 = 8.62 + 0.3HR + 1.55*TGN — 0.5VV + EXP(-2.4 VV)

El indice de calor (IC) es una medida que se implementé para los seres humanos. Es una
funcion de la temperatura ambiental (TA) y la humedad relativa (HR) y se ha sugerido como
una medida alternativa de la carga de calor para el cuerpo humano (Kim et al., 2006). EI IC
determina en proporcién a una medida de la transferencia evaporativa y radiante de calor
entre un ser humano tipico y el entorno (Kim et al., 2006), para el calculo del indice de calor
utiliza analisis de regresion multiple propuesto por Rothfusz & Headquarters (1990).

IC = —42.379 + 2.04901523*T + 10.14333127*H — 0.22475541*T*H — (6.83783 x 10-3)T2
— (5.481717 x 10-2)H2 + (1.22874 x 10-3)T2*H + (8.5282 x 10-4)T*H2 — (1.99 x 10—
6)T2*H2

Existe otro indice para determinar el estrés por calor que se ha desarrollado para seres
humanos denominado limite de trabajo térmico (ILTT), se define como la tasa metabdlica
sostenible limite (0 maxima) que las personas euhidratadas y aclimatadas pueden mantener
en un entorno térmico especifico, dentro de una temperatura corporal profunda segura
(<38,20 ° C) y una tasa de sudoracion (<1,2 kg / h -1) (Brake & Bates, 2002).

2.10 Cambios de las variables fisiolégicas como
respuesta al estrés calorico.

La pigmentacién de la piel, la coloracion del pelaje, y las medidas morfométricas del pelo
afectan los mecanismos de termorregulacion (McKechnie & Wolf, 2019). Una forma comun

de estimar el estrés caldrico en animales es determinando variables fisiologicos, ellas
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permiten estimar la adaptacion a fendmenos de estrés caldrico en los bovinos, las de mayor
relevancia son la temperatura superficial (TS) y rectal (TR), la frecuencia respiratoria (FR)
y cardiaca (FC) (Correa et al., 2009; Santos, 2014, Saravia & Cruz, 2003). También existen
y algunas determinaciones sanguineas como recuento de glébulos blancos, proteinas
totales, albumina, glucemia, hematocrito, calcio y fosforo (Lopez et al., 2011) y por ultimo
han evaluado parametros o biomarcadores para evaluar la respuesta de los animales al
estrés, tales como el cortisol, volumen celular acumulado (VGA), la concentraciéon de
glucosa, la actividad de la enzima creatinfosfoquinasa (CK), las concentraciones de B-
hidroxibutirato y lactato,(Romero et al., 2011; Sporer et al., 2008).

2.11 Latemperatura superficial (TS) como variable de
respuesta al estrés calorico.

Collier & Zimbelman (2007) reportan que la TS externa capta mejor el microambiente méas
proximo al animal y varia dependiendo del color de la capa del pelo, debido a que esta
directamente relacionado con la cantidad de radiacion solar absorbida, por eso cuando se
evallan animales que han estado expuestos a radiaciones solares directas, la TS es mayor
en los pelajes de colores negros u oscuros que en colores blanco o claros (Echeverri et al.,
2018). El calor en los animales se transmite a lo largo de un gradiente de temperatura
existente entre la temperatura superficial del animal y la del aire, cuando el animal esta a la
sombra o al sol la temperatura superficial es cercana a la temperatura del aire (Saravia &
Cruz, 2003).

Silva & Campos (2011), encontraron que la variable TS superficial es sensible a los cambios
en el pelaje, dentro del mismo animal se presentan diferencias significativas entre las zonas
del pelaje negro y las de pelaje blanco. Lima et al. (2015), demostraron que la época del
afo (lluvia y sequia) afecta la TS, al evaluar dos tipos de cruces en distinta época del afio
encontraron que los animales Hol¥2*Gyr¥2 (35.8+0.24°C), comparados con Hol¥% *Gyr¥a
(35.91£0.17°C) no presentaron diferencias significativas (p>0.05) en época de lluvia,
mientras en época seca las diferencias fueron significativas (p<0.05) en los mismos cruce
(35.5+0.16 y 36.3+0.51°C, respectivamente). Otro aspecto que afecta la TS son los tipos
de cruces entre animales de razas B. taurus y B. indicus, donde hay mayor incidencia de

razas taurinas se incrementa la TS (tabla 1-2).
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Tabla 2-2: Los cruces con mayor incidencia de razas descendientes del Bos taurus

presenta mayor temperatura superficial (TS)

Cruce TS (°C) Desviacion estandar

1/4 Holstein 3/4 Gyr 29.8 1,23
3/8 Holstein 5/8 Gyr 29.9 1,04
1/2 Holstein 1/2 Gyr  30.1 1.89
5/8 Holstein 3/8 Gyr 30.3 2.02
3/4 Holstein 1/4 Gyr 30.6 0.99
7/8 Holstein 1/8 Gyr 30.9 1.42

Fuente: Cruz et al. (2016).

Las temperaturas corporales han sido usadas de forma tradicional como variables para
determinar el efecto del estrés calérico, la mas utilizada es la temperatura rectal, pero es
indispensable manipular al animal, generando valores incorrectos por el estrés causado.
Otra forma es determinar la temperatura superficial, la cual es cientificamente valida como
predictor del estrés caldrico (Giro et al., 2019) y se elimina la manipulacién mejorando el
bienestar animal al utilizar camaras termogréficas, capturando imagenes que estiman la

temperatura (Ribeiro et al., 2016 y Santos, 2014).

La TS es una variable fisiolégica que permite evaluar el grado de respuesta como
mecanismo de termorregulacion a las condiciones climéticas extremas (Aggarwal &
Upadhyay, 2013). La temperatura superficial permite estimar el grado de estrés de los
bovinos porque el calor se transmite a lo largo del gradiente de temperatura que existe entre
la temperatura superficial del animal y la temperatura del aire, cuando el animal esta a la
sombra la temperatura superficial es cercana a la temperatura del aire, si esta al sol, la

temperatura superficial puede ser muy alta (Saravia & Cruz, 2003).
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2.12  Frecuenciarespiratoria (FR).

La frecuencia respiratoria (FR) es el numero de veces que un animal inhala y exhala aire
durante un minuto; en el bovino adulto oscila entre 10 y 30 respiraciones por minuto y en
una becerra entre 15y 40 (Barragan et al., 2015). La FR es un buen indicador del nivel de
estrés caldrico que esta sufriendo un animal debido a que existe una relacion entre los

parametros climaticos y la frecuencia respiratoria de los animales (Correa et al., 2009).

La FR tiene varios aspectos que la afectan tales como el tipo racial (Cedefio, 2011). La
humedad relativa alta también la afecta puesto que crea un ambiente propicio para la
propagacion de patdgenos y parasitos en los bovinos, dificultando la pérdida de calor por el
tracto respiratorio y aumenta las respiraciones por minuto (Robert E McDowell, 1972). Las
altas temperaturas en el medio ambiente y la velocidad del viento son factores que alteran
la FR. Cuando los bovinos estan en pastoreo a temperaturas ambientales superiores a
25°C, humedades relativas superiores al 60% y velocidades del viento inferiores a 1.5 m/s,
se incrementa la FR (Suéarez et al., 2012). Lo cual demuestra que esta variable es apropiada
para analizar el efecto del estrés calérico en los bovinos y su grado de sensibilidad permite

estimar las diferencias entre razas (Espinoza et al., 2011).

Cuando los parametros climaticos aumentan generando estrés por calor en los animales,
se reduce el consumo de alimentos, la produccion de leche, se aumentala TCy FR (Correa
et al., 2009). Se ha encontrado que los animales con pelaje predominantemente oscuro
presentan mayor FR que los animales con pelajes color claro (Echeverri et al., 2018);
ademas esté parametro fisiologico es utilizado para estimar el estado de confort animal y la
capacidad de adaptacién a ambientes adversos (Cerqueira et al., 2016). El incremento de
la FR cuando el animal se encuentra con estrés caldrico es para elevar la evaporacion de
agua que humedece la via respiratoria y se ayudan buscando lugares frescos, aumentando

el consumo de agua y bajando el consumo de alimento (Sanmiguel et al., 2018).
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3. Morfometria del pelo y mutaciones
funcionales del gen de la prolactina
(PRL) y del receptor (PRLR) y su
Incidencia en la tolerancia al calor en
bovinos.

Resumen.

La investigacion se realizo en la Region natural de la Amazonia colombiana, en el Centro
de Investigaciones Amazonicas Macagual, region de clima tropical lluvioso de selva (Af).
Se utilizaron 24 vacas de la raza criollo Caquetefio, 20 vacas doble, distribuidas en dos
grupos, el primer grupo estaba conformado por 10 animales con cruces donde predominaba
la genética de B. taurus (superior al 50%); el segundo grupo eran 10 vacas cruzadas donde
predominaba la genética de B. indicus (superior al 50%), con promedio 46 + 14 meses de
edad. Se extrajo ADN gendmico de células epiteliales de la nariz boca y sangre, mediante
lisis de las células y la membrana nuclear con buffer con alta concentracién de sal (Salting
out), se purificé el ADN con acetato de sodio, por PCR se amplificé el gen de la prolactina
(PRL); con los primers F y R, el gen receptor de la prolactina (PRLR), con los primers F y

R; los amplicones se pasaron por secuenciacion automatizada.

Para el andlisis del polimorfismo en los genes de prolactina (PL) y el receptor de prolactina
(PLR) se estandarizo6 la extraccion de ADN de muestras de sangre y de células epiteliales
de boca y nariz, de cuarenta y cuatro (44) hembras, para la extraccion de ADN mediante
modificaciones a la técnica salting out (Hyde et al., 2017). Las células se resuspendieron
en buffer TNES con SDS/proteinasa K (PK), e incubaron a 55°C durante 8 horas, las
proteinas celulares se eliminaron por precipitacién con NaCl y finalmente el ADN presente
en el sobrenadante se concentré con etanol absoluto frio. La concentracion del ADN
obtenido se determind mediante fluorescencia con la técnica de espectrofotometro. El
tamafio y calidad del ADN se determiné también por la amplificacién por PCR del gen de la

prolactina (PRL). El promedio y error estandar (ee) de la concentracion de ADN obtenido a
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partir de cada tipo de muestra se comparo por analisis de varianza (ANOVA) y se determin6
la posible diferencia significativa aplicando la prueba de Fisher (p> 0.05). Las
concentraciones de ADN obtenidas en sangre periférica (70,86 + 9,1b ug/uLb), células de
epitelio de nariz (58,73 + 29,9ab) y epitelio de boca (48,78 + 45,9 a), presentaron diferencias
significativas (p<0,05). De acuerdo con el patron observado por fluorescencia del colorante
EZvision® en geles de agarosa, el ADN obtenido de los tres tipos de muestras present6 un
buen peso molecular, sin rastros de degradacién y fue adecuado para la amplificacion por
PCR del gen PRL. EI ADN extraido fue de buena cantidad y calidad, sin embargo, el que
se extrajo de células epiteliales de boca y nariz es degradaron con el tiempo.

En los Bos taurus han reportdé sindrome genético espontaneo y dominante, que genera,
pelajes peludos por mutacion en el PRL que afectan la termorregulacion y en otros animales
se generan pelajes cortos que favorecen la termorregulacion por una mutacion en el PRLR
(Littlejohn et al., 2014). En animales Senepol identificaron una mutacién fenotipicamente
reciproca con pelo corto que ayuda a la termotolerancia de los animales (Porto-Neto 2018).

El presente trabajo evalué las variables ambientales temperatura (TA) y humedad relativa
(HR) y el indice temperatura humedad (ITH), la incidencia de caracteristicas morfométricas,
color del pelo y mutaciones funcionales de los genes de la prolactina (PRL) y su receptor
(PRLR) sobre la temperatura superficial y frecuencia respiratoria como indicadores de
tolerancia al calor en las horas de mayor potencialidad de expresiéon de estrés calérico en

vacas criollo Caquetefio y cruces doble propdsito con tendencia a Bos taurus o Bos indicus.

Se realiz6 una toma de muestras de pelo del anca y del dorso de cada animal en la semana
final del mes de marzo de 2018, con el objeto de determinar el peso (g/cm?), densidad
(unidades/cm?), longitud (mm) y diametro (um) del pelo. A los animales se les determin6
temperatura superficial (TS) y frecuencia respiratoria (FR). La medicién de la TA, HR, ITH,
TSy FR se realizé en los meses de abril a septiembre a las 7:00 am, 12:00 m, 12:30, 1:00
y 1:30 pm de lunes a jueves. La toma de muestra a las 7:00 am es con el propésito de tener
como referente el comportamiento climatico y fisiolégico de los animales en las primeras
horas de la mafiana. Se realiz6 estadistica descriptiva de promedios y errores estandar,

analisis de varianza (ANOVA) bajo un disefio completamente al azar entre razas, prueba
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de Fisher para comparacién de medias, determinando diferencias con nivel de significancia
p<0,05. Se realiz6 analisis de componentes principales agrupando las observaciones de las
variables de acuerdo a los tres tipos raciales (esta separacion de grupos se realizé6 mediante

distancias euclideas).

Los cromatogramas se ensamblaron usando Gap4 del software del paquete Staden

(http://staden.sourceforge.net/), la alineacion de mdultiples secuencias de nucledtidos se

realiz6 usando el software MUSCLE (https://www.drive5.com/muscle/), las alineaciones se

visualizaron, editaron y depuraron en el software AliView (http://github.com/AliView), las

secuencias de nucleétidos se tradujeron a codones en TranslatorX (http://translatorx.co.uk),

para la elaboracion del arbol filogenético se utilizo la plataforma CIPRES Science Gateway
(http://www.phylo.org/) se estim6 el modelo evolutivo con el paquete jModelTest y el analisis

filogenético se realiz6 con el paquete MrBayes v. 3.2.

En cuanto la temperatura superficial se encontré que el Criollo Caquetefio presento menor
TS con respecto a los otros tipos raciales, en la frecuencia respiratoria del Criollo Caquetefio
y el B. indicus no presentaron diferencias, pero si hubo diferencian de estos dos tipos

raciales con el B. taurus,

La longitud del pelo (mm), la densidad (unid/mm?) y el peso (g/cm?) presentaron diferencias
significativas (p<0,05), reportandose menores valores en el Caquetefio (5,0+0,142mm;
8,54+0,4%unid/mm? y 1,02+0,0031% g/cm? respectivamente), que en los B. indicus
(6,45+0,7°mm; 12,71+0,6°unid/mm? y 1,04+0,012 g/cm?, respectivamente) y B. taurus
(6,27+0,7°mm; 12,75+0,6°unid/mm? y 1,03+0,0 12° g/cm? respectivamente), no presentaron
diferencias significativas (p=0,05) en el diametro del pelo entre los tipos raciales. Las horas
de mayor temperatura ambiental fueron 12:00, 12:30, 1:00 y 1:30 pm., y la temperatura
superficial del pelo de los animales present6 diferencias significativas (0 0,016) entre los
Caqueterios (38,2°C?) y los cruces con predominancia de B. taurus (38,5°C"), la frecuencia
respiratoria no presenté diferencias significativas (p 0,0001)) entre los Caquetefios
(39,4°C?) y los B. indicus (40,0°C?) y si hubo diferencia con los B. taurus (43,9°CP).


http://staden.sourceforge.net/
https://www.drive5.com/muscle/
http://github.com/AliView
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Se realiz6 una clasificacion de los alelos encontrados en PRL y PRLR teniendo en cuenta
las variables longitud, densidad, diametro del pelo y de la frecuencia respiratoria y
temperatura superficial expresada por los animales a la 1:00 pm durante el periodo de abril
a septiembre. Se realiz6 estadistica descriptiva de promedios y errores estandar, analisis
de varianza (ANOVA), prueba de Fisher para comparacién de medias, determinando
diferencias significancia (p 0,05) de cada una de las variables dentro de cada alelo. En la
evaluacién del PRL se encontraron 11 alelos donde se presume existe menor presion
selectiva causando mayor diversidad comparado con el gen PRLR, donde se presentaron
solo cuatro alelos. La region amplificada del PRL presento polimorfismos que no alteraron
el fenotipo de los animales. Sin embargo, en la region del PRLR se identificaron
polimorfismos en el cromosoma 20 que consisten en el cambio de los nucleétidos Citosina
por Timina (posicién 39099267) y Adenina por Timina (posicion 39099228), cambiando la
informacion molecular de la prolactina receptora, lo que produce una pérdida de informacion
en la proteina codificada, por lo tanto, a nivel fenotipico se presume que genera pelo corto
en el Criollo Caqueterio.

Se encontrdé que el 88% de los Criollos Caquetefios expresan una mutaciéon en el PRLR
causando gue la expresion del pelo corto (slick hair gene). Las diferencias en las medidas
morfométricas expresadas en el pelaje pueden estar afectadas por las mutaciones del gen
PRLR, en especial la longitud y la densidad de pelos por cm?. Los menores valores de
longitud, densidad y peso del pelo son factores determinantes para que los bovinos criollos
Caquetefio presenten menor frecuencia respiratoria y temperatura superficial, por lo tanto
son menos afectados por el estrés calorico causado por las altas TAy HR que se presentan

en la regién de trépico bajo y humedo.

Palabras clave: Morfometria del pelo, criollo Caquetefio, Bos taurus, Bos indicus,

frecuencia respiratoria, temperatura superficial, recurso genético local.
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3.1 Introduccion.

El cambio climatico es el fendbmeno de caracter mundial de mayor importancia que afecta
negativamente los sistemas ganaderos, tiene muchas causas y afecta a todos los
ecosistemas; especificamente los sistemas de produccién de bovinos (Garzon-Alfonso,
2011), afectan negativamente los parametros productivos, en especial en las regiones de
trépico bajo que presentan altas temperaturas ambientales que sacan al animal de la zona

de confort o termoneutra, entre 10 — 25°C para animales Bos indicus (Alzina et al., 2001).

Para el establecimiento de ganaderias que soporten las inclemencias climatolégicas del
tropico célido, tradicionalmente se han realizado cruzamientos del ganado B. taurus y B.
indicus (Arauz, 2017), para producir genotipos adaptados y capaces de disipar calor, con
tendencia a ser animales de pelo corto (Botero, 2008) y con piel oscura (Aradz, 2017). Otros
materiales genéticos con potencialidad de producir en condiciones climaticas adversas; en
las regiones bajas y medio del tropico americano son las razas de bovinos criollas o
recursos genéticos locales que presentan pelaje claro, corto, ralo y piel pigmentada; estas
caracteristicas no solo disminuyen la presencia de cancer de piel causado por la radiacion

ultravioleta sino que también contribuyen en la termorregulacion (Tatis y Botero, 2005).

La tonalidad del pelaje afecta la termorregulacién de los bovinos, entre mas oscuro sea el
color del pelaje menor es la emisividad caldrica (Aradz, 2017). La cantidad de energia
caldrica cambia dependiendo del color del pelaje y la piel, el color oscuro aumenta el

calentamiento epidérmico con alteraciones fisiolégicas (West, 2003).

La longitud del pelo incide sobre los procesos termorreguladores de los bovinos, los
descendientes del Bos taurus presentan pelos largos, delgados y en mayor densidad por
cm?, generando mayor estrés calérico que los descendientes del Bos indicus (Villalobos,
2012; Yoo, 2014 y Maia et al., 2003), estos ultimos tienen mayor regulacion de la
temperatura corporal en el estrés calérico, resultado de mayor capacidad para perder calor
(Hansen, 2004). El pelo en los bovinos se clasificacion segun la longitud, menor o igual a 3
mm es corto; de 3,1 a 5,0 mm es medio; de 5,1 a 9,0 mm es largo y superior a 9 es muy

largo (Botero, 2008); esta caracteristica determina el grado de afectacion de la temperatura
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en el estrés caldrico en los bovinos; los Bos indicus poseen pelo corto o mediano y los B.

taurus pelo largo o muy largo.

En biologia molecular los genes son las unidades encargadas de definir la herencia
genética (Corella & Ordovas, 2017), hay genes capaces de definir varias caracteristicas
fenotipicos, conocidos como efectos antagonicos pleiotrépicos (Littlejohn et al., 2014). La
via de sefializacion de la prolactina participa en los procesos de la lactancia, el desarrollo
del cabello y la homeotermia, los cuales son rasgos evolutivos caracteristicos que diferencia
a los mamiferos de otras especies de vertebrados.

El desarrollo del pelo corporal y la regulacién homeotérmica del animal presentan vinculos
fisiolégicos, una de las funciones del pelo corporal es generar un manto que aisle al animal.
La lactancia también comparte funcion biolégica comin con estos procesos, donde
similitudes en la estructura y funcionabilidad de las mamas, lo que ha llevado a la hipétesis
de que ellas evolucionaron a partir de una estructura de glandulas apocrinas, es decir que

segregan pequefias cantidades de grasa a la leche (Oftedal & Dhouailly, 2013).

El gen de la prolactina (PRL) y el receptor de la prolactina (PRLR) contribuyen en definir la
longitud del pelo (Craven et al. 2001 y Littlejohn et al. 2014). En los Bos taurus se encontrd
un sindrome genético espontaneo y dominante, que presenta fenotipos con pelaje
excesivamente "peludo" y disfuncién termorreguladora, esta nueva mutacion en la misma
via molecular es la que define las caracteristicas termotolerantes de la raza de ganado
Senepol, esta mutacién que se presentd en el PRLR p.Leu462, o alguna otra variante

desconaocida, en el mismo haplotipo causa pelo corto (Littlejohn et al., 2014).

El estado de confort o estrés calérico en los bovinos puede ser evaluado determinando
temperatura superficial (TS) o rectal o del pelaje y las frecuencia respiratoria (FR) o cardiaca
(Correa et al. 2009; Santos, 2014). La TS es un buen indicador, permite estimar el nivel de
estrés de los bovinos, debido a que el calor se transmite por el gradiente existente entre la
TS del animal y la temperatura del aire. Un bovino en la sombra genera que la TS y la del

aire sean muy cercanas, pero si esta expuesto directamente a los rayos del sol, la TS es
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alta (Saravia & Cruz, 2003). La FR también es un buen indicador del estrés calérico animal

debido la correlacion con las variables climaticas (Correa et al., 2009).

Evaluar las variables ambientales la HR, la TA el ITH, las morfométricas longitud, densidad,
peso y diametro del pelo, los polimorfismos del gen de la prolactina (PRL) y su receptor
(PRLRY); con el objetivo de asociarlas con la temperatura superficial y frecuencia respiratoria
en vacas de los grupos raciales: criollo Caquetefio, cruces donde predominan los B. indicus

y un dltimo grupo de animales cruzados donde predominan los Bos taurus.
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3.2 Materiales y métodos.
3.2.1 Ubicacion geografica.

Los animales, el laboratorio de biologia molecular y las instalaciones de manejo estan en el
Centro de Investigaciones Amazonicas MACAGUAL (CIMAZ Macagual) Cesar Augusto
Estrada Gonzalez de la Universidad de la Amazonia, el cual se encuentra ubicado en la
region natural de la Amazonia colombiana a los 1°37' Ny 75°36'W, a 20 Km de la ciudad
de Florencia-Caqueta. EI CIMAZ Macagual segun clasificacion de Koeppen se encuentra
en la region agroclimatica tropical lluvioso de selva (Af) (Eslava, 1993), la cual se caracteriza
por tener temperatura ambiental (TA) promedio de 25.5° C, con pluviosidad 3793 mm/afio,
con luminosidad de 1707 horas de brillo solar/afio, con humedad relativa 84.27% y una
altitud de 250 msnm (Estrada & Rosas, 2007).

3.2.2 Areade estudios e instalaciones.

El area destinada para la evaluacion fue una zona de vega, los animales pastoreaban
franjas divididas con cerca eléctrica que tenian areas que oscilaban entre de 1.2 y 1.3
hectareas. La graminea predominante en los potreros era la Brachiaria humidicola y en los
potreros se presentaban arboles dispersos que proporcionaban sombra. Los animales
tenian acceso a bebedero natural de fuente hidrica corriente. El periodo de ocupacion fue

de 4 dias, garantizando cantidad y calidad de alimento para su mantenimiento.

El corral usado tenia los espacios adecuados, brindaban las condiciones de seguridad para
el personal y los animales, facilidad de la manipulacién, relacionamiento con el hato, con
acceso a agua potable, el brete permitia la inmovilizacion para toma de muestras en los

animales.

3.2.3 Animales.

Se utiliz6 un grupo de vacas compuesto por 24 vacas de la raza criollo Caquetefio, un
segundo grupo de 10 animales con cruces con predominancia genética B. taurus (superior
al 50%); y un tercer grupo que tenia 10 vacas donde predominaba la genética de B. indicus
(superior al 50%). Las vacas tenian edades entre 46 + 14 meses. La identidad racial y la

edad de cada animal fue validada utilizando el software ganadero SG version 14.
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3.2.4 Consideraciones de Bienestar Animal.

El proyecto fue aprobado por el Comité de Etica en Investigacion de la Facultad de Ciencias
Agropecuarias de la Universidad Nacional de Colombia Sede Palmira, considerando que
los procedimientos planteados se ajustan a la normatividad establecida para el cuidado y
uso de animales en investigacion, aprobacién registrada mediante reunion del 8 de febrero
de 2018.

3.2.5 Toma de muestra de pelo.

Para la toma de muestras de pelo se aplicé xylocaina en spray tépico, donde se tomaron
las muestras de pelo. Un 1 cm?, entre la séptima vertebra y la cruz del animal (cruz) y el
otro a nivel lumbar (anca), para tomar la muestra se us6 pinza con tela en la punta y se

depositaron en bolsa plastica.

3.2.6 Determinacién de las medidas morfométricas del pelo.

Con balanza analitica de cuatro decimales se pesaron todos los pelos colectados en 1cm?;
para determinar la cantidad y la longitud se utilizé caja de petri milimetrada y estereoscopio
marca Leica zoom 2000 Mr, por cada muestra se midio la longitud a diez pelos completos
El diametro se realiz6 con microscopio de marca Leica DM 500, con objetivo 40X y usando
rejilla microcrométrica. Se midié en el tallo que es la parte mas gruesa del pelo (Barbosa et
al., 2014).

3.2.7 Determinacion de temperatura ambiental (TA), humedad relativa
(HR) e indice de temperatura humedad (ITH), frecuencia respiratoria
(FR) y temperatura superficial (TS).

Para determinar los valores climatologicos temperatura ambiente (TA), la humedad relativa
(HR), y el indice de temperatura humedad (ITH) se utilizé estacion climética portatil, marca
Kestrel (serial 4400). Para realizar la toma de la temperatura superficial (TS) de los animales
en los potreros, se utilizé una cdmara termogréfica (marca Flus, serial IR-890), se apuntaba
a la parte superior del dorso, a una distancia de 3-4m. Para determinar la frecuencia
respiratoria (FR) por minuto se evalué mediante observacion directa de los movimientos de

la caja toracica de los animales de acuerdo con (Alzina-Lépez et al. 2001 y Espinoza 2002.

Los datos de TS, FR, TA, HR e ITH, se tomaron durante los meses de Abril a Septiembre

del afio 2018, en los dias de Lunes a Jueves en las horas de 7:00 am, 12:00, 12:30, 1:00 y



LXXXII

1:30. La seleccién de las horas se realiz6 teniendo en cuenta tomar una en las primeras
horas de la mafiana (7:00 am) la cual servirh de referencia y las horas donde
tradicionalmente se presenta mayor temperatura ambiental (12:00 m, 12:30pm, 1:00pm vy
1:30 pm)

3.2.8 Analisis de datos.

Se procesaron los datos de concentracion de ADN gendmico empleando el Software
InfoStat (version 2018). Realizando estadistica descriptiva, andlisis de varianza ANOVA y
prueba de comparacién de medias LSD Fisher para la variable concentracion de ADN de la
muestra, con un nivel de significancia (0,05), donde la hipétesis nula (Ho) planteo que los
promedios de las concentraciones de ADN obtenidas de células epiteliales de nariz, boca 'y
sangre periférica son iguales estadisticamente; Cuando p<0,05 se rechaza la hipétesis,
pero si p>0,05 se acepta esta hipotesis.

Las variables TA, HR al igual que el ITH se registraron a las 7:00 am, 12:00 m, 12:30 pm y
1:00 pm, durante los meses de abril a septiembre. Se realizaron pruebas de Fisher LSD
para determinar diferencias significativas entre las variables longitud, densidad, peso,

didmetro de pelo entre los tres tipos raciales.

Todos los analisis fueron realizados con Infostat (Di Rienzo et al., 2018) mediante una
interface de R version 3.2.0 (R Core Team, 2017), basado en el paquete nime (Pinheiro et
al., 2016). Todas las variables fueron relacionadas entre grupos raciales mediante analisis

de componentes principales (Ruales E & Manrique P, 2007).

Los datos se analizaron mediante un andlisis de varianza (ANOVA) utilizando el modelo
Yik= p+Ri+H+RHj+¢j,  Donde:

Yikes la variable dependiente; 1 es el promedio experimental; R; es el efecto del tipo racial;
H; es el efecto de la hora; (7:00 am, 12:00m, 12:30pm, 1:00pm y 1:30pm); RHjes el término
de interaccion entre el tipo racial jy la hora j; ik, es el término de error aleatorio con

distribucion normal, media cero y varianza constante (Di Rienzo et al., 2018).
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Para entender la relacién entre los individuos estudiados y las variables de respuesta
fisiologica, se realizé un grafico biplot (M. G. Balzarini et al., 2016). Este analisis tuvo en
cuenta la relacibn entre grupos raciales y las variaciones morfométricas de pelo,
temperatura superficial y frecuencia respiratoria (M. G. Balzarini et al., 2016). La agrupaciéon
de individuos basados en las variables estudiadas, fue realizada mediante distancia
Euclidea (M. Balzarini et al., 2015). Todos los andlisis fueron realizados con Infostat (Di
Rienzo et al., 2018) mediante una interface de R versién 3.2.0 (R Core Team, 2017), basado

en el paquete nime (Pinheiro et al., 2016).

Se realizd asociacion de las variables longitud, densidad, peso, didmetro del pelo,
frecuencia respiratoria (FR) y temperatura superficial (TS) con los alelos de PRL y PRLR.
Deteminando promedios errores estandar y comparacion de medias por cada variable
dentro del alelo.

3.2.9 Extraccién ADN de células epiteliales de la nariz y boca.

Luego de la inmovilizacién de los animales en brete metalico con cuellera y puerta trasera,
se lavé las fosas nasales y la boca con abundante agua y se sec6 con toallas de papel
desechables, eliminando el exceso de mucosidad nasal y cuerpos extrafios. Previo a la
toma de muestras se identificaron los tubos eppendorf de 1.5 mL, adicionando a cada tubo
600 pL de TNES (50 mMTris-HCI, 50 mM EDTA, 100 mMNacCl and 1% SDS). Para la toma
de muestra de células epiteliales de las fosas nasales se utilizé un cepillo de citologia, las
muestras se retiraron con ayuda de una cuchilla metalica desechable, se realizaron varios
frotis, recolectdndose 500 L de muestra y se depositaron en tubos, los cuales se colocaron

en nevera con hielo y se almacenaron 4°C hasta su procesamiento.

Después de homogenizar con vortex por 10 segundos, se adicionaron 35 pl de solucion de
proteinasa K a una concentracion final de 20 mg/ml. La digestién se realizé durante minimo
8 h en incubacion a 55 °C. Finalizada la digestién se adicioné 200 ul de NaCl 5M para
precipitar las proteinas y demas residuos celulares, para esto se mezcl6 con vortex durante
20 segundos a velocidad moderada y se centrifugé a 14800 rpm por 15 minutos a

temperatura ambiente. El sobrenadante fue extraido y se mezclé en un tubo nuevo con el
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mismo volumen de etanol absoluto frio. La precipitacién fue realizada a -20 °C por lo menos
2 horas (Laitinen et al., 1994).

El ADN precipitado se recolect6é por centrifugacion a 14800 rpm por 30 minutos a 4 °C.
Después de eliminar todo el sobrenadante se adicionaron 1000 pl d etanol al 75% frio para
eliminar las sales en exceso. Se descartd el sobrenadante después de una breve
centrifugacion 14800 rpm por 10 minutos, se repitié el lavado tres veces y se dejo secar el
ADN precipitado a temperatura ambiente. EI ADN se resuspendié en 200 ul de agua tipo
Al, libre de nucleasas. EI ADN fue almacenado a -20 °C hasta su utilizacion en procesos
posteriores.

La extraccion del ADN gendmico de las muestras del epitelio de la nariz se realizé
empleando el método reportado por Aidar & Line (2007), que se basa en la lisis de las
células y la membrana nuclear con buffer con alta concentracion de sal (Salting out),
compuesto por Tris NaCl y EDTA (TNES). Este protocolo separa el ADN por previa
precipitacion de las proteinas y demas residuos celulares en presencia de alta

concentracion de NaCl y posteriormente se precipité con etanol absoluto.

3.2.10Extraccion ADN de tejido sanguineo.

La muestra de sangre fue extraida empleando Tubos BD Vacutainer® con EDTA K2, de la
vena coccigea de la cola de sujetos inmovilizados que se lavé previamente con abundante
agua, se seco con toallas de papel y posteriormente se desinfectdé con alcohol al 70%, las
muestras fueron llevadas al laboratorio en nevera con hielo y almacenadas a 4°C hasta su

procesamiento.

La extraccion de ADN de sangre periférica con la técnica Salting out fue realizada
empleando el método descrito por MWer et al., (1988), en tubo eppendorf de 2 mL se
adicion6 1 mL de muestra y 1 ml de agua, se mezclé por 30 segundos con la ayuda de
vortex y se deseché el sobrenadante obtenido por centrifugacién 7000 rpm por 5 minutos,
este procedimiento se repitio tres veces. Se adiciond 100 uL de SDS 10% en 1mL de buffer
de lisis TNE con pH 8 conformado por Tris HClI 10 mM, NaCl 400 mM y EDTA 2mM, se

resuspendié invirtiendo el tubo suavemente durante seis veces, se agregd 20 uL de
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proteinasa K con una concentracion de 20 mg/mL. Mezclando suavemente los tubos varias
veces por inversion y posterior digestion enzimatica llevada a cabo en bafio de maria a una
temperatura de 55°C durante 90 minutos. Seguidamente se adiciond 200 pL y los tubos se
colocaron en nevera con hielo durante tres minutos, después de aplicar vortex a alta
velocidad por 15 segundo y centrifugacion a 13000 rpm por 20 minutos se colecta entre 800
y 1000 pL y se transfiere a otro tubo eppendorf de 2 mL, se adiciona volumen igual de etanol
absoluto (99%) frio, mezclandolo suavemente por inversion varias veces, se centrifuga a
13000 rpm por 20 minutos a una temperatura de 4°C, con cuidado se descarta el
sobrenadante sin retirar el pellet, posteriormente se realizan dos lavados descartando el
sobrenadante adicionando 500 pL de etanol (70%) frio y se centrifuga a 10000 rpm durante
5 minutos. Después del secado a temperatura ambiente se resuspendioé en 100uL de agua
ultra purificada A1, libre de nucleasas a temperatura de 55°C, se almacend a 4°C. el ADN
que se trabajé en las siguientes dos semanas y el resto a -20°C para conservacién a mayor
tiempo (Mwer et al. 2015).

3.2.11Purificacion del ADN gendmico por precipitacion salina.

La eliminacién de los contaminantes de las muestras de ADN gendmico extraido se realizd
adicionando a la muestra de ADN agua tipo Al hasta un volumen de 200 ml., posteriormente
20 pl de Acetato de sodio (C2H3NaO2) 3M, después de mezclar por vortex durante 20
segundos se le realizé spin a 8000 rpm, seguidamente se adicionaron dos volimenes de
etanol absoluto frio y se almacen6 a -20 °C toda la noche. Se centrifugé a 14000 rpm
durante 30 minutos a 4 °C (Miller 1988).

El sobrenadante se elimin6 por inversion del tubo y se adicionaron 300 ml de etanol al 70%
para eliminar el exceso de sales. Los residuos de etanol se eliminaron por centrifugacion a
14000 rpm durante 5 min y el botén de ADN se dej6 secar por exposicion a temperatura
ambiente con el tubo abierto sobre papel absorbente. EL ADN gendmico extraido se
resuspendié en 200 ul de agua ultra purificada Tipo Al, libre de nucleasas. La solucién con
el ADN se almacenoé a 4 °C para su utilizacion las siguientes semanas, se cuantificé con

Nanodrop y el resto se llevo a -20 °C para almacenamiento y conservacion a mayor tiempo.

3.2.12Cuantificacién y visualizacién del ADN gendmico.

Para determinar la concentracion del ADN extraido se procedié a disolver 50 pl de la

solucién en 350 pl de agua destilada. La concentracion de ADN se determin6 por Nanodrop.
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Una fraccion de 10 pl de la solucién de ADN gendmico obtenido de las vacas fue mezclado
con 2 pl de buffer de carga que contenia el colorante EZvision®, también se preparé el
marcador de peso con 3 pl de agua de agua ultra purificada Tipo Al, libre de nucleasas, 2
ul de buffer de carga que contenia el colorante EZvision® y 1 ul de ladder y separados en
un gel de agarosa al 1% en buffer TAE 1X. La electroforesis fue corrida por 40 minutos con
una corriente constante de 1 mAmp/cm. La calidad del ADN se determind por la
fluorescencia del colorante intercalado entre las bases del ADN bajo luz ultravioleta (UV),
utilizando el foto-documentador Enduro™ GDS. El tamafo del ADN genémico fue calculado

por comparacion con el marcador de peso molecular de 1kb DNA Ladder.

3.2.13Amplificacion de los genes de Prolactinay su receptor por PCR.

El gen PRL abarca aproximadamente 8.600 nucleotidos, incluyendo cuatro intrones y cinco
exones. Para este estudio, se amplifico un fragmento de 392 nucle6tidos que forma parte
del exdn cinco cerca del extremo 3' UTR con los siguientes primers (PRL-F: (5’-CAC TGG
CTC CAA AAT CCA AGT GT-3); PRL-R: (5-GCT CAG AGA AGT TTG CCA GGG-3’) (PRL;
Gene ID: 280901). Por otra parte, PRLR tiene una longitud de 20.000 nucleétidos con 10
intrones y 11 exones. La amplificacion se realiz6 en el exdn diez del tamafio de 506
nucleotidos utilizando los primers PRLR-F: (5-CAG GCC CCT CAG AGC ACA AG-3));
PRLR-R: (5-TGC GGA TCC GGC ACC AAT AC-3’) (PRLR; NCBI Gene 1D:281422). Los

primer se disefiaron usando el software primer3 Web Server (bioinfo.ut.ee/primer3-0.4.0).

Para cada amplificacién se utilizé un volumen de 50 yL de mezcla de reaccion que consistio
de 0,2 mM de dNTPs, 0,2 pL de cada primer, Buffer Tag 1x (100 mM tris-HCI (pH entre 8
y 9 a 25°C), 500 mM KCI, 0,8% Nonidet P40 )y 2,0 mM de MgCI2. Se agregaron 5 uL del

DNA de cada muestra y 2.5 yL de la enzima Taq polimerasa por mezcla de reaccion.

Para cada ensayo se emple6 como control positivo de la amplificacion una muestra de DNA
extraida de linfocitos de sangre periférica de una vaca Como control negativo se realiz6 la
amplificacion con la mezcla de reaccion en ausencia de DNA. La amplificacién se efectu6
en un equipo Termociclador Thermofisher Scientific empleando un programa que consistio:
tres minutos de desnaturalizacion a 95°C en el primer ciclo y 35 ciclos con el siguiente
esquema 30 segundos de desnaturalizacién a 95°C y 30 segundos de alineamiento a 55°C,
30 segundos de extension a 72°C y al final 10 minutos en un dltimo paso de extensién a

72°C para completar los fragmentos y se conserva a 4°C.
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El fragmento amplificado se visualiz6 tomando una fraccion de 10 pl de la solucién de
productos de PCR fue mezclado con 2 pl del colorante EZvision®, también se preparé el
marcador de peso con 3 pl de agua de agua ultra purificada Tipo Al, libre de nucleasas, 2
ul de buffer de carga que contenia el colorante EZvision® y 1 ul de ladder y separada en
un gel de agarosa al 1% en buffer TAE 1X. La electroforesis fue corrida por 40 min con una
corriente constante de 1 mAmp/cm. La calidad del ADN se determiné por la fluorescencia
del colorante intercalado entre las bases del ADN bajo luz ultravioleta (UV), utilizando el
foto-documentador Enduro™ GDS. El tamanio del ADN gendémico fue calculado por

comparacion con el marcador de peso molecular de 1kb DNA Ladder.

3.2.14Secuenciacion de los genes de PRLy PRLR y ensamblaje de ADN.

Los amplicones se secuenciaron en el Instituto de Genética de la Universidad Nacional de
Colombia — Bogot4, en sentido Forward usando ABI Prism 3730 automated DNA sequencer
(PE Corporation), se analizaron y editaron con Gap4 from the Staden Package software
(Staden et al., 2000).

3.2.15Caracterizacion de amplicones PRL y PRLR y analisis de
polimorfismos.

Las secuencias obtenidas fueron validadas utilizando BLASTN integrado en la base de
datos de Centro Nacional para la Informacién Biotecnoldgica (NCBI) con un E-value < 0.01,
con el objetivo que lo asociara con las razas que no presentaran diferencias significativas.
Los dominios funcionales presentes en las proteinas codificadas en los amplicones fueron
identificados mediante las herramientas pfam (http://pfam.xfam.org) y Smart Protein

(http://smart.embl-heidelberg.de) (Finn et al., 2016). Se construyeron alineamientos de

secuencias multiples de longitud completa utilizando CLUSTALW (Thompson et al., 2002).
Las secuencias se analizaron y editaron en Jalview (http://www.jalview.org) (Clamp et al.,
2004).

3.2.16 Analisis filogenéticos basados en genes PRL y PRLR.

Las filogenias fueron obtenidas mediante inferencia Bayesiana (IB) con el programa

MrBayes v3.2 (mrbayes.sourceforge.net) (F Ronquist et al., 2009), y maxima verosimilitud
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(MV) en RAXML (cme.hits.org/exelixis/web/software/raxml) (Stamatakis, 2014), a partir del
total de nucleétidos de cada secuencia (Meyer et al., 2019). El andlisis bayesiano se realizd
siguiendo un modelo de sustitucibn de nucledtidos Kimura 2-parameter previamente
estimado usando jModelTest v2.1.10 on PHYML 3.0. 12. (Darriba et al., 2012).

El analisis inferencia bayesiana (IB) se bas6 en el modelo general time reversible (GTR)
usando una proporcion de sitios invariantes y distribucién gamma (" + 1). Se utilizaron cinco
ejecuciones independientes empleando un modelo Markov Chain Monte Carlo (una cadena
fria y tres calientes) para 10.000.000 generaciones con un muestreo cada 1.000 (Jin et al.,
2019). El 25% de las generaciones se descartd como burn-in y la desviacion estandar media
final de las frecuencias de division en cada analisis fue p<0,01 (Fredrik Ronquist et al.,
2012). El analisis de maxima verosimilitud (MV) fue inferido en RAXML (Stamatakis, 2014),
teniendo en cuenta el modelo GTR. La filogenia se llevo a cabo bajo 1.000 iteraciones. Para
seleccionar el mejor arbol se calculé el nivel de confianza en cada nodo mediante un
bootstrapping el cual tuvo 1.000 réplicas (Felsenstein, 1985). Por ultimo, los arboles
filogenéticos resultantes se visualizaron mediante FigTree v1.4.2 (http://tree.bio.ed.ac.uk)
(Rambaut et al., 2018) y se editaron usando el paquete de Adobe lllustrator

(https://www.adobe.com).
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3.3 Resultados.
3.3.1 Caracterizacion de la poblacion de estudio.

El estudio se realizé en un total de 44 vacas con edades de 46 + 14 meses; de las cuales
24 eran de la raza criollo Caquetefio, 20 vacas doble propdsito multirraciales, de las cuales
10 eran animales cruzados que tenian en su conformacion niveles superiores al 50% de
genes Bos taurus y las otras 10 vacas tenian en su conformacion niveles superiores al 50%
de genes Bos indicus, los datos de su tendencia racial o genética, al igual que su edad se
tomaron del Software ganadero version 14.

3.3.2 Colecta, transporte y almacenamiento de muestras de ADN.

La toma de las muestras permitié determinar que los tres tipos de muestreo requieren del
uso del brete, las muestras de nariz y boca son rapidas, facil de obtener, econémicas (tabla
3-1). Las muestras sanguineas obtenidas, fueron inmediatamente sometidas a bajas
temperaturas en termos con hielo para evitar dafios y extraer sin dificultad el ADN, las
muestras de células epiteliales de boca y nariz se trabajaron a temperatura ambiente, todas

las muestras fueron procesadas inmediatamente.

3.3.3 Estimacién de Concentracién de ADN por espectrofotémetro

El estimar el ADN por la técnica de espectrofotometria se realiza por medio de dos pasos,
primero de terminar la curva de calibracion y las curvas de tendencia de la absorbancia en
el espectrofotbmetro para la estimacion de su concentracién. La estimacion de la
concentracion de ADN por espectrofotometria requiere realizar curva de calibracion, para
lo cual se necesita tener concentracién conocida de ADN, a la cual se le realizan diluciones

y con el espectrofotébmetro se midié la absorbancia de cada punto (figura 3-1).
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Figura 3-1: Curva de calibracién de absorbancia para determinar concentracion de

ADN
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El uso de la curva de calibracion permite demostrar que medir la absorbancia de la luz UV

por absorbancia con espectrofotometro es preciso para determinar la concentracion de ADN

(tabla 3-1).

Tabla 3-1: Estimacion de las concentraciones de ADN por espectrofotometria y

curva de calibracion de muestras obtenidas de boca, nariz y sangre de bovinos.

Concentracién de ADN (ug/pL)

Muestra

Espectrofotometria*  EE**  Curva de calibracion*  EE*
Boca 48,782 5,6 45,90 5.9
Nariz 58,73% 6,3 56.38% 6.7
Sangre 70,86° 9,1 71.95° 8.5

*LSD Fisher,

Distintas letras representan diferencias significativas a un nivel de

confiabilidad del 95% y significancia P 0,05. ** Error Estandar.

Curvas de tendencia de la absorbancia que permite identificar el rango de la longitud de

onda donde se encuentra el ADN y la estimacion de su concentracion.
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Con el ADN extraido se realiz6 un barrido en el espectrofotbmetro encontrandose que el
rango de la longitud de onda donde se encuentra las concentraciones de ADN esta entre
220 y 300 nm, presentandose el pico 260 nm (figura 3-2). Las curvas de tendencias del
espectro para las concentraciones de ADN, se empiezan con la muestra blanco (agua) y
seguido de las muestras tomadas de células epiteliales de boca, nariz y de células

sanguineas de los bovinos.

Figura 3-2: Curvas de absorbancias ADN muestras de células epiteliales de nariz,

boca y sangre de bovinos.
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3.3.4 Estimacién de concentracion de ADN por espectrofotometria.

Se logré extraer ADN de los tres tipos de muestras evaluadas, células epiteliales de boca,
nariz y tejido sanguineo, pero para las muestras bucales y de nariz fue indispensable tomar
buena cantidad de muestra, volumen minimo de 500 pL. La calidad del ADN fue
determinada por electroforesis en gel de agarosa al 1,0% teflido con EZ Vision. Se tomaron
y se repitieron las muestras hasta lograr que el 100% de los animales presentaran banda
de alto peso molecular (altura de migracion superior a la banda del marcador de peso

molecular de 2kb, figura 3-4) y cantidad adecuada.
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De todos los animales usados en la investigacion se logré extraer ADN con las tres
metodologias evaluadas, pero el rendimiento en la concentracion aumentd notablemente
cuando se realiz el proceso de purificacion del ADN. Aungque se presentaron diferencias
significativas (p< 0,05) entre los promedios de las muestras de células epiteliales de la boca
(48,782 pg/uL), nariz (58,73%) y sangre (70,86%). La estandarizacion de las técnicas de
extraccion de ADN de células epiteliales de boca o nariz son apropiadas para obtener ADN
en buena cantidad al compararlo con la técnica tradicional de muestras sanguineas (Figura
3-3).

Figura 3-3: Concentraciones de ADN de células epiteliales de la boca, de la narizy

de tejido sanguineo.
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3.3.5 Visualizacion del ADN de las muestras de boca, nariz y sangre.

La calidad del ADN extraido de las células epiteliales de la mucosa oral, de la nariz y del
tejido sanguineo fue determinada mediante el analisis de electroforesis en gel de agarosa
al 1%, tefiido con el colorante EZvision, todas las muestras procesadas presentaron bandas
de alto peso molecular y cantidad apropiada (altura de migracion superior a la banda del
marcador de peso molecular de 2 kb. Los protocolos de extraccion de células epiteliales de
boca, nariz o sangre permitieron obtener ADN integro sin signos de degradacion, bajo
contenido de contaminantes y niveles de ADN aceptable (figura 3-4), con la particularidad
gue el ADN extraido de células epiteliales de boca y nariz generan menos estrés en los

animales al ser metodologias no invasivas.
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Figura 3-4: ADN genomico de bovinos extraido en muestras de mucosa bucal,
células epiteliales de la nariz y tejido sanguineo, con la técnica de salting out. El

ADN separado por electroforesis en gel de agarosa al 1% con colorante EZvision®.
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3.3.6 Determinacion de la calidad del ADN de muestras de células
epiteliales bucales, nasales y tejido sanguineo.

De acuerdo al patron de fluorescencia con EZvision®, comparado con la fluorescencia de
una cantidad de ADN gendmico previamente cuantificada. Las muestras fueron evaluadas
por la amplificacion de un fragmento del gen de prolactina PRL por PCR encontrandose

amplificacién positiva para este gen (figura 3-5).
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Figura 3-5: Amplificacién por PCR con los primers del gen de la prolactina PRL.
Una fraccion de 10 pl se amplifico y se separo por electroforesis en gel de agarosa

al 1%, con colorante EZvision®.
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3.3.7 Evaluacién de la temperatura ambiente (TA), humedad relativa
(HR) e indice temperatura humedad (ITH)

En la evaluacion de la TA en las horas de la tarde (12:00 m, 12:30 pm, 1:00 pm y 1:30 pm)
se encontr6 diferencia (p<0,0001) entre las 12:00 m (30,3°C) y 1:30 pm (31,4°C). En los
meses evaluados presentaron diferencias significativas (p<0,0001) donde el mes de menor
TA fue Julio (27,4°C) presentando diferencias con los otros meses evaluados, mientras los

mas calurosos fueron Septiembre (30,9 °C) y Agosto (31,3°C).

En la evaluacion de la HR se presentaron diferencias significativas (p<0,0001) entre las
horas de la tarde (12:00 m, 12:30 pm, 1:00 pm y 1:30 pm), donde la menor HR fue a la 1:30
pm (70,1%), con diferencia significativa con las otras horas. Entre los meses se presentd
diferencias significativas (p<0,0001), donde Agosto (69,8%) es el de menor HR, mientras
que los meses de abril a julio (77,1 a 78,8%) reportaron la mayor HR sin presentar

diferencias significativas entre ellos.
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Tabla 3-2: Evaluacion de la temperatura ambiental (TA), humedad relativa (HR) e indice de temperatura humedad (ITH) de

los meses de abril a septiembre en las horas del dia de 7:00 am a 5:00 pm.

Variable ABRIL MAYO JUNIO JULIO AGOSTO SEPTIEMBRE

TA HR ITH TA HR ITH TA HR ITH TA HR ITH TA HR ITH TA HR ITH

Prom 253 90,2 76,4 257 897 769 254 885 763 241 892 742 268 828 779 266 829 77,6

7:00 EE 0,5 2,1 0,7 0,3 1,2 0,5 0,3 1,0 04 05 2,3 0,7 0,5 15 06 07 2,2 0,9
8:00 Prom 270 90,2 79,1 263 901 780 256 914 771 24,7 883 750 272 839 787 271 849 78,6
EE 0,9 2,8 12 0,6 14 09 03 09 04 06 2,5 0,7 0,5 15 0,7 0,8 2,2 1,0
9:00 Prom 28,1 879 806 279 86,1 800 276 872 797 254 866 757 292 775 808 295 77,7 811
EE 0,7 2,7 0,8 0,9 2,2 1,2 0,4 19 0,6 10 472 11 0,7 3.4 0,7 11 3,6 12
10:00 Prom 294 820 820 294 802 814 290 814 813 264 849 773 310 713 826 305 758 825
EE 0,6 2,3 0,7 0,9 3,1 11 0,4 18 0,5 1,0 3,8 11 0,7 2,5 0,7 11 3,1 12
11:00 Prom 309 764 835 298 775 816 302 770 825 280 774 787 315 70,1 835 315 71,7 831
EE 0,5 2,3 05 08 3,6 0,9 04 22 0,5 14 48 1,6 04 21 0,4 1,0 3,9 11
12:00 Prom 30,1 771 824 302 772 825 316 731 838 289 765 800 324 673 842 324 705 844
EE 0,5 2,2 05 07 24 08 0,8 3,4 0,8 12 4,7 14 05 21 0,4 1,0 3,7 13
1:00 Prom 31,1 738 833 31,1 740 834 314 743 839 282 779 789 346 602 860 339 679 863
EE 10 30 12 0,5 1,8 0,6 0,8 3,4 0,9 12 4,8 15 08 2,2 1,0 1,0 3,3 13
2:00 Prom 315 698 832 321 714 844 318 722 84,0 286 77,7 79,7 335 57,7 84,1 335 652 853
EE 06 43 0,8 0,7 24 09 0,9 3,8 0,9 1,6 50 2,2 05 24 0,7 0,8 2,8 11
3:00 Prom 329 657 844 31,7 706 837 315 721 837 275 795 783 340 60,2 850 331 634 844
EE 10 49 0,7 0,5 2,1 0,5 0,5 3,3 0,3 11 4,2 13 08 3,2 08 0,8 2,6 0,8
4:00 Prom 320 681 838 316 693 835 31,7 720 838 273 799 780 333 591 84,0 332 64,7 847
EE 0,7 2,9 0,8 0,6 2,8 0,7 0,6 3,5 0,5 11 4,1 13 06 26 06 09 3,0 0,8
5:00 Prom 306 735 826 308 715 825 312 731 834 274 811 785 334 591 839 325 660 84,0

EE 0,5 2,6 0,6 0,5 3,2 0,7 04 34 04 09 3,9 11 0,7 29 06 07 24 07




En la evaluacion del ITH no se presentaron diferencias significativas entre las horas de la
tarde (12:00m, 12:30 pm, 1:00 pm y 1:30 pm) con un ITH promedio de 82, en cuanto a los
meses se presentaron diferencias significativas (p<0,0001), donde los meses con mayor
ITH son Septiembre (82,6) y Agosto (82,9), mientras que los meses con menor ITH son
Julio (77,9) y Mayo (81,3). Adicional a la evaluacién en las horas de mayor ITH, se realizé
un andlisis por meses con datos tomados desde las 7:00 am hasta las 5:00 pm por meses.
El menor dato de ITH se presenté en el mes Julio a las 7:00 con un valor de 74,2 lo que

indica que los animales siempre estaban bajo amenaza de estrés calorico.

3.3.8 Color de piel y pelaje en los bovinos.

El color de los pelajes que predominaban se ilustra en la figura 3-6, donde los animales

presentaban pigmentacion oscura de la piel.

Figura 3-6: Colores predominantes de pelaje de bovinos criollos Caquetefios y

cruces con B. indicusy B. taurus.

piel

Predominante B. taurus Predominante B. Indicus Criollo caqueterio

A: Vaca con mas del 50% de su genotipo Bos taurus. B: Vaca con mas del 50% de su
genotipo Bos indicus. C: Bovinos criollos Caquetefios.
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3.3.9 Morfometria del pelo en los bovinos.

Al evaluar las variables longitud, diametro, densidad y peso del pelo en el anca de los
bovinos, se encontré que el criollo Caquetefio presento menores valores existiendo
diferencias significativas con los cruces de B. indicus y B. taurus (tabla 3-3). Al analizar las
mismas variables en la cruz del animal el diametro del pelo no presento diferencia
significativa en los tres tipos raciales y en la longitud, densidad y peso si hubo diferencias

significativas (tabla 3-3).

En el promedio total la longitud, densidad y peso de pelo presentaron diferencias
significativas entre tipos raciales (p<0,05), siendo menor la media de las tres variables en
el criollo Caquetefio, el diametro no presento diferencias estadistica (tabla 3-3). La longitud
del anca es mayor que en la cruz para los tres tipos raciales, el diametro en el ancay en la
cruz presentan diferencias significativas en los tres tipos raciales. Los resultados de la
longitud fueron contrarios con los resultados reportados por Botero (2008) en Venezuela,
donde el pelo del criollo Caqueteio es medianamente corto (< 5mm) en relacion a los cruces
de B. taurus y B. indicus (= 5,1 mm) (tabla 3-3). Para las tres variables los pelos en la cruz

y anca presentaron menores valores en el Caquetefio (tabla 3-3).

Tabla 3-3: Medidas morfométricas del pelo de bovinos de cruces con mayor

incidencia de Bos taurus o Bos indicus y de la raza criollo Caquetefio.

Anca Cruz Total
Morfometria

del Pelo B.taurus B.indicus Caquetefio B.taurus B.indicus Caquetefio B. taurus B. indicus Caquetefio

Longitud® 6,4+0,3° 6,6£0,41° 5,26+0,1° 6,1+0,3" 6,3+0,5°  4,8+0,21° 6,3+0,3" 6,4+0,7°  5,0%0,142

Didmetro? 50,4+1,9° 53,4+2,6° 49,3%1,6° 54,9+3,42 54,5+3,3% 55,8+2,48° 52,6+1,9% 53,9+2,6% 52,5+1,8%

Densidad® (1381,3+53° 1335,9+29° 925,3+31%  1168,4+112" 1206,2+96° 782,3+56%  1274,85+78Y 1271,1+58° 853,8+38%

Peso* 1,03+0,1° 1,05+0,0° 1,02+0,003* 1,02+0,004° 1,04+0,01° 1,02+0,003* 1,03+0,004® 1,04+0,01° 1,02+0,003?

1 Longitud del pelo en mm; 2 Diametro del pelo en um; 2 Densidad del pelo unidades/cm?; 4 Peso del
pelo g/cm?. Distinta letra en la fila representa diferencia significativa (=0,05) entre grupos raciales
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La evaluacién de la TS present6 diferencias significativas entre las horas (P<0,0001), donde
la hora de la mafiana (7:00 am) presenta la menor TS (32,8 °C), por otro lado, las horas de
la tarde (12:00 m, 12:30 pm, 1:00 pm y 1:30pm) reportan las mayor TS (38 a 38,3 °C) sin
presentar diferencias significativas entre ellas. Por otra parte, los meses reportan
diferencias significativas (p<0,0001) entre Julio (36,1 °C) y los meses de Mayo (37,6 °C) y
Junio (37,7 °C).

En la evaluacion de la FR se presentaron diferencias significativas (p<0,0001) entre las 7:00
am (24,4 rpm) y las horas de la tarde (12:00 m, 12:30 pm, 1:00 pm y 1:30pm) que reportaron
una FR de 39,1 a 41,8 rpm, de igual manera se presentaron diferencias significativas
(p<0,0001) entre los meses, donde Abril (44,5 rpm) reporta la mayor FR, mientras que
Agosto (31,1 rpm) fue el mes con menor FR.

Los criollos Caquetefios presentaron menor densidad de pelos por cm?, presentando
diferencia significativa (p<0,05) con los cruces de B. indicus y B. taurus (figura 3-6B). En
términos generales se encontré que los bovinos evaluados poseen mayor densidad de
pelos en el anca que en el alto de cruz (tabla 3-3). Los pelos ubicados en la cruz de los
animales son mas pesados que los del anca (tabla 3-3); el diAmetro del pelo no presentd
diferencias significativas entre tipos raciales (p<0.05) (figura 3-6C), pero los pelos de la cruz

presentaron mayor didmetro que los del anca (tabla 3-3).
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Figura 3-7: Longitud, diametro, densidad y peso de pelos de bovinos cruzados con

mayor incidencia de Bos taurus o Bos indicus y de la raza criollo Caquetefio.
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El peso del pelo en los criollos Caquetefios es més liviano presentando diferencias
significativas (p<0,05) con los B. indicus. Entre los B. taurus y B. indicus no se encontr
diferencias estadisticas (p<0,05) (figura 3-7D).

3.3.10Temperatura superficial y frecuencia respiratoria como
indicadores del estrés cal6rico en bovinos.

Las méximas temperaturas se presentaron entre las 12:00 y 13:30, variando de 31,1+0,05
a 32,1+0,06. La humedad relativa oscilo entre 69,4+0,19 y 73,2+0,19 (tabla 3-2). La
frecuencia respiratoria siempre fue superior en los cruces con B. taurus (42,1 — 45,0 rpm)
presentando diferencias significativas (p<0.05) con los cruces con B. indicus (37,8 — 40,6
rpm) y los Caquetefios a pesar de ser descendientes del B. taurus presento la menor FR
(37,7 — 40,0 rpm) (figura 3-8A). La temperatura superficial en los bovinos con mayor

porcentaje de B. taurus siempre expresaban valores superiores (38,3 y 38,5 °C)
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presentando diferencia significativa (p<0,05) con los Caquetefos. Los cruces con B. indicus
(38,1 y 38,3°C) y los Caquetefios (38,0 y 38,2°C) no presentaron diferencia significativa y
entre los B. taurus y B. indicus no presentaron diferencia significativa (p=0,05) entre las
12:00 y las 13:00 (figura 3-8B).

Figura 3-8: Temperatura superficial (°C) y frecuencia respiratoria
(respiraciones/minuto) en bovinos de la raza criollo Caquetefio, y tipos raciales B.

taurus y B. indicus
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Tabla 3-4 Horas del dia de mayor temperatura ambiental (°C) y su incidencia en la

frecuencia respiratoria (rpm) y temperatura superficial (°C) del animal

VARIABLE HORA
AMBIENTAL
12:00 12:30 13:00 13:30
HR (%) 73,2 0,19 70,2+0,19 70,5+0,20 69,4+0,19
TA(°C) 31,1+0,05 31,6+0,06 32,0+0,06 32,1+0,06
GRUPO FR** TS*** FR** TS*** FR** TSH** FR** TS**

Cruces B. taurus  41,81+0,4° 38,32+0,1° 41,88+0,4°> 38,46x0,09° 38,50+0,09° 43,92+0,4° 44,84+0,4"* 38,51+0,1°
Cruces B. indicus 38,28+0,3% 38,06+0,09° 38,75+0,3* 38,25+0,09%" 38,37+0,09* 40,02+0,3* 40,8+0,3* 38,24+0,08%

Caquetefio 37,83+0,2% 37,98+0,06* 38,74+0,2* 38,11+0,06* 38,21+0,60* 39,39+0,2% 40,29+0,2* 38,14+0,06%

Los resultados se expresan en promedio y error estandar, * Letras diferentes en la misma columna

hay diferencia significativa (p<0,05), ** frecuencia respiratoria (rpm), *** temperatura superficial (°C)
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3.3.11Analisis de componentes principales de las medidas
morfométricas del pelo y su incidencia en la frecuencia respiratoria
y temperatura superficial.

El analisis de componentes principales (ACP) formo cinco grupos, que explican el 97,7%
de la varianza total (tabla 3-5). Los tres primeros componentes principales (CP) explicaron
el 79,9% de la variacion, el CP1 se identificé como variables fisioldgicas y explico el 42,7%

de la variabilidad, el CP2 se reconocié como el peso del pelo explicando el 21,2% de la

variaciéon. EI CP3, se reconocié como diametro del pelo explicando 16,0% de la variacion.

Tabla 3-5: Matriz de componentes principales de morfométria del pelo y variables

fisiolégicas de bovinos criollo Caquetefio, cruces raciales B. taurus y B. indicus.

Variables CP1 CP2 CP3 CP4 CP5
Peso de pelo 0,29 0,67 -0,27 -0,13 -0,6

Densidad de pelos 0,47 0,29 -0,29 -0,26 0,73
Longitud de pelo 0,41 0,14 0,16 0,87 0,05
Diametro de pelo -0,05 0,44 0,86 -0,2 0,13
Temperatura superficial 0,52 -0,38 0,2 -0,05 -0,08
Frecuencia respiratoria 0,51 -0,32 0,18 -0,35 -0,28
Varianza (%) 42,7 21,2 16,0 11,6 6,2

Acumulado (%) 42,7 63,9 79,9 91,5 97,7

El componente uno representa las variables temperatura superficial, frecuencia respiratoria,
longitud y densidad de pelo que son las que mas se relacionan, por lo tanto, las dos Gltimas
gue son variables morfométricas influyen mayoritariamente en los cambios de las variables

fisiolégicas.

En el Biplot de las variables morfométricas del pelo, las variables fisiol6gicas y los grupos
raciales (figura 3-9), evidencian un distanciamiento de los bovinos criollos Caquetefios cn
los cruces de los B. indicus y B, taurus, las variables fisiolégicas frecuencia respiratoria y
temperatura superficial y los morfométricos densidad (pelos/cm?) y longitud (mm), estan
asociadas los mayores valores a los animales B. taurus y los mayores didmetros del pelo

estan asociados a los B. indicus, lo que indica que los menores valores de frecuencia
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respiratoria, temperatura superficial, densidad, longitud y didmetro del pelo se relacionan

con los criollos Caquetenios.

Figura 3-9: Biplot de variables morfométricas del pelo y fisiolégicas bovinos de la

raza criolllo Caquetefio y tipos raciales B. taurus y B. indicus.
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Al evaluar las variables fisiolégicas relacionadas con el estrés calérico, las medidas
morfométricas con los tipos raciales se presentan claramente distanciamientos,
encontrdndose que la mayor es entre los Caquetefios y los B. taurus (figura 3-9). El andlisis
de conglomerados realizados para determinar distancia euclidea de los animales de los
grupos raciales evaluados teniendo en cuenta las variables medidas morfométricas del pelo
y variables fisiol6gicas identificd claramente tres grandes cluster o grupos de tipos raciales

los B. taurus y los B. indicus; el otro grupo son los criollos Caquetefio (figura 3-10).
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Figura 3-10: Dendograma y distancia euclidea de los valores de las variables
morfométricas del pelo, frecuencia respiratoria y temperatura superficial de bovinos

de la raza criolllo Caquetefio, tipos raciales B. taurus y B. indicus.
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3.3.12Incidencia de las caracteristicas morfométricas y moleculares
sobre la frecuencia respiratoria y temperatura superficial que
expresan estrés caldrico.

Se encontro correlacion positiva moderada y alta entre la temperatura superficial del pelaje
del animal con la longitud (0,53) y la densidad de pelos por cm? (0.63) y correlaciéon negativa
baja con el diametro (-0,29); similar situacion se presentd entre la frecuencia respiratoria

con la longitud (0,46), la densidad de pelos por cm? (0,56) y diametro (-0,37).
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Tabla 3-6: Analisis de correlaciones de Pearson para las variables de morfometria

del pelo y fisiolégicas a la 1:00 pm.

MORFOMETRIA DEL PELO FISIOLOGICAS
Peso Densidad Diametro Longitud
Variables (g/cm?) (unid/cm?) (um) (mm) TS (°C) FR (rpm)

Peso 1 *Ex ns *Ex ns ns
Densidad 0,55 1 ns *kk *x *kk
Diametro 0,1 -0,07 1 ns ns ns
Longitud 0,51 0,56 -0,13 1 *x *
TS 0,17 0,63 -0,29 0,53 1 *Ex

FR 0,18 0,56 -0,37 0,46 0,51 1

ns: no significativo, *: p<0,05, **:p<0,01, ***:p<0,001.

En el analisis de correlaciones se encuentra la asociacion entre las variables longitud con
la variable fisiologica TS, la densidad presenta correlacion con la TS y la FR, de igual
manera se presenta una correlacién altamente significativa entre las variables fisiolégicas.

3.3.13Caracterizacion de amplicones PRL y PRLR.

Teniendo en cuenta las funciones primordiales de la cascada de sefializacion de la
prolactina en el ciclo y crecimiento del foliculo en los bovinos (Morris et al., 2011), se
considerd que el PRL y PRLR son genes candidatos para identificar variaciones a nivel
molecular implicados en el crecimiento del pelo y asi mismo establecer una relacion directa
con el estrés caldrico presente en este tipo de mamiferos. Se caracterizaron amplicones de
392 pb para el PRL y 506 pares de bases (pb) para PRLR (figura 3-11). La seleccién de los
primers se realizaron teniendo en cuenta que incluyeran los sitios donde se presentaban
las mutaciones relacionadas con cambio en las caracteristicas del pelo asociadas al estrés

caldrico en bovinos (Littlejohn et al., 2014).
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Figura 3-11: Caracterizacion de la secuenciacion de los genes de la Prolactina
(PRL) y su receptor (PRLR)
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(A) Estructura primaria de los genes PRL y PRLR, donde se muestra la zona

amplificada.

(B) F: Forward Primer; R: Reverse Primer; E: Ex6n; nt: Nucle6tidos. (B) region de los
genes y la proteina Prolactina, mostrando las ubicaciones de las mutaciones del
PRL (T > G) y (Cys > Gly) y estructura primaria de la proteina codificada por PLR;
region del gen PRLR vy la proteina Prolactina receptora, mostrando ubicaciones de
las mutaciones (C > /) y (Ala > Val). (C) SHF, dominio encargado de la union con el
receptor PRLR y Estructura primaria de la proteina codificada por PLR. Epor-LB y
FN3 dominios intracelulares encargados de la emision de sefiales. GHBP, dominio

encargado de la unién con el ligando PRL.

3.3.14Distribucion y analisis de sitios polimarficos.

Al caracterizar las secuencias de PRL se identificaron 6 sitios polimorficos representados
en once alelos, de los cuales, 3 (50%) corresponden a transiciones de nucledétidos
(Purina/purina o pirimidina/pirimidina), y 3 (50%) corresponden a transversiones de
nucleotidos (Purina/pirimidina o viceversa). De estos 6 sitios polimorficos, dos estan
ubicados en la region codificante (Exon) de la zona amplificada, los cuatro restantes se
encuentran ubicados en la zona intrénica del gen, siendo la zona 5’ la que esta representada

con mas sitios polimérficos en comparacion con la posicion intrénica 3’ (figura 3-12).
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Figura 3-12: Sitios polimorficos de PRL con relacion a secuencias de aminoacidos.
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(A) Distribucion de sitios polimdrficos en secuencias de PRL. Cada alelo es representado
por un color diferente y las letras dentro de cada uno es el nimero de los distintos alelos. I,
Intrén; E, Exén; Sp, Especie. (B) Alineamiento de secuencias de aminoacidos codificadas

por cada uno de los alelos.

Se inicié secuenciacion para 44 muestras de PRL, lamentablemente solo se secuenciaron
24, sin embargo en resultado algunas muestras a pesar de ser amplificado mediante beta
globina, el andlisis de la secuenciacion no permitid6 hacer una definiciébn clara de la
secuencia, por razones de calidad de la muestra el amplificado no fue posible secuenciarlo
adecuadamente, por lo tanto, solamente se tuvieron en cuenta para el analisis de la
secuencia y el estudio de la filogenia aquellas muestras que tuvieron una sefales
adecuadas para poder interpretar adecuada y complemente la secuencia del gen. Se
presumié degradacion de los primers, la situacion persistia, para lo cual se presumio

degradacion del ADN, la situacion persistio, en contacto con el instituto de genética de la
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Universidad Nacional enfatizaron en agudizar la esterilizacion de materiales y purificacion
del ADN vy solicitaron enviar las muestras en las concentraciones bajas que ellos
establecian en los protocolos, a pesar de esos ajustes la dificultad persistid, por lo tanto se
presumié heterocigocidad alélica que no permitia la secuenciacién por los ruidos que se
generaban.

En el caso del gen receptor (PRLR), se identificaron dos sitios polimorficos en cuatro alelos,
ubicados hacia la posicion 5 de la region codificante. De estas, el 50% corresponde a
transiciones de nucleétidos y el otro 50% corresponde a transversiones de nucle6tidos
(figura 3-13).

Figura 3-13: Sitios polimérficos de PRLR con relacibn a secuencias de

aminoacidos.
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(A) Distribucion de sitios polimorficos en secuencias de PRLR. Cada alelo es representado
por un color diferente, y las letras dentro de cada uno es el niumero de los distintos alelos.
E, Exdén; Sp, Especie. Los circulos rojos representan cambio en los nucleétidos (B).
Alineamiento de secuencias de amino&cidos codificadas por cada uno de los alelos. El
asterisco representa la lectura de los codones de finalizacion. Las letras en rojo representan

la pérdida de secuencias.
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3.3.15Relaciones filogenéticas basadas en regiones PRL y PRLR.

Los andlisis filogenéticos de inferencia bayesiana (IB) y de méxima verosimilitud (ML)
fueron deducidos a partir de las secuencias de datos de las regiones amplificadas de los 11
y 4 alelos de PRL (392 pb y PRLR (506 pb) respectivamente. Los resultados en PRL
arrojaron topologias idénticas y bien soportadas para los 44 individuos evaluados
(Bootstrap=100). El linaje A esta representado por un unico alelo (A10). El linaje B, donde
se agrupan el resto de los Alelos, se divide en dos clados. El clado | como ramificacién
temprana del linaje B, agrupando los alelos A3, A4 y A5, los cuales pertenecen
exclusivamente a individuos de la raza criolla Caquetefia. El clado Il, siendo el mas diverso,
abarca los cruces de las razas representadas en 7 alelos diferentes, donde se evidencian
origenes polifiléticos de Bos taurus y Bos indicus (figura 3-14A).

En el caso de las relaciones filogenéticas inferidas a partir de secuencias de PRLR, estas
mostraron origenes polifiléticos de razas criollas las cuales se representan en los cuatro
alelos identificados. El linaje A, del PRL el mas basal que muestra la topologia, se agrupan
los individuos que tienen el alelo 1, ratificando de esta manera un origen monofilético de
estos individuos que lo portan. El linaje B del PRLR se divide en dos clados
estadisticamente soportados. El clado | se subdivide y agrupa los alelos A3 y A4. Mientras

que el clado | muestra que el Alelo A2 es filogenéticamente basal (figura 3-14B).
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Tabla 3-7: Asociacion del polimorfismo del gen de la prolactina (PRL) y su receptor

(PRLR) con variables morfométricas del pelo y fisiolégicas evaluadas a la 1:00pm.

Variables morfometricas del pelo Variables fisioldgicas
Grupo Racial Alelo N % Longiutd? Densidad? Peso? Diametro* TS° FR®
Prom EE* Prom EE* Prom EE* Prom EE* Prom EE* Prom EE*

GEN DE LA PROLACTINA (PRL)
Al 4 44 6,27 0,44*c 11458 107,00 1,02 0,01°* 53,2 3,29® 37,1 0,056 37,8 0,28
A3 1 11 432 088 9760 213,99® 1,01 0,02* 554 6,59 366 0,10*® 34,6 0,56°

A6 1 11 6,13 0,88 1804,0 213,99° 1,05 0,02** 42,8 6,59° 37,0 0,10 376 0,56°¢

B. taurus
A7 1 11 514 0,88 11445 213,99® 1,02 0,02® 50,0 659* 37,0 0,10% 372 0,56
A8 1 11 561 0,88 1203,0 213,99® 1,02 0,02* 561 6,59% 37,0 0,10« 37,6 0,56°¢
A0 1 11 6,75 0,88 12650 213,99® 1,04 0,02 563 6,59®® 37,1 0,10% 375 0,56°¢
Al 4 44 6,14 0,44 1243,1 107,00 1,04 0,01 49,4 3,29° 36,8 0,05>¢ 351 0,28
A2 1 11 848 0,88 13930 213,99% 1,06 0,02 42,5 6,59° 366 0,10 357 0,56
B. indicus A6 1 11 6,48 0,88 1201,5 213,99*® 1,03 0,02** 67,5 6,59° 366 0,10° 34,8 0,56°

A9 2 22 551 0,62*® 13155 151,32*® 1,04 0,01* 59,0 4,66® 36,7 0,07® 354 0,40°

All 1 11 74 0,88* 1369,0 213,99 1,08 0,02° 529 659 366 0,10° 348 0,56°

A2 1 17 6,34 0,88 1101,0 213,99° 1,02 0,02® 43,3 6,59° 36,8 0,10°*¢ 34,7 0,56°
Caquetefio Ad 2 33 461 062° 9073 151,32° 1,01 0,01° 543 466 368 0,07* 353 0,40°

A5 3 50 491 051* 9110 12355° 1,02 0,01*® 591 3,80® 366 0,06 348 0,33

GEN RECEPTOR DE LA PROLACTINA (PRLR)

Al 8 80 65 029 130013 74,29 1,03 0,01 525 282 385 0,06 44,0 0,32°

B. taurus
A4 2 20 538 0,57* 1173,75 148,57 1,02 0,01* 53,1 565* 384 0,12%¢ 43,7 0,65
B. indicus Al 10 100 645 0,26 1271,05 66,44° 1,04 0,01° 539 2,53 384 0,05* 40,0 0,28°
Al 3 12 536 023 86792 606® 1,02 0,01* 533 231*® 383 0,05° 39,5 0,52%
Caquetefio A2 5 21 47 036 7873 93,97 1,02 0,01* 554 3,572 381 0,08 40,0 0,40°

A3 4 17 4,51 0,40° 869,38 10506® 1,01 0,01* 44,2 399 382 0,09° 39,8 045%®

A4 12 50 4,76 0,47° 887,67 121,31® 102 0,01* 558 461° 382 0,10® 39,0 0,52*

!Longitud del pelo (mm), 2Densidad del pelo (pelos/cm?), 3Peso del pelo (g/cm? de pelos), “Diametro del pelo (um), ® TS=
temperatura superficial (°C), SFR= frecuencia respiratoria (respiraciones por minuto), Prom= promedio, EE= error estandar

y * Letras diferentes en la misma columna hay diferencia significativa (P>0,05).

En la asociacién de alelos con las caracteristicas morfometricas y fisiol6gicas, para el gen
PRL se encontré que los alelos A3, A4 y A5 se asocian a longitudes del pelo inferiores a 5
mm, los alelos A2 y A11 en los B. indicus se asocian a las mayores longitudes del pelo de
7,4 a 8,48 mm.
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En el gen receptor de la prolactina (PRLR) en bovino criollo Caquetefio se encontraron
cuatro polimorfismos, el alelo Al se encontr6 en el 12,5% de los animales, el A2 en el
20.8%, el A3 en el 16.6% y el A4 en el 50% de los individuos. Los alelos que se asocian
con la menor longitud fueron los A2, A3 y A4, expresando longitudes inferiores a 5mm. Los
criollos Caquetefios presentaron menor FR y TS expresando diferencia significativa con los
B. taurus que presentaban el alelo Al. El grupo de los B. indicus solo expreso el alelo Al,
el cual esta asociado a mayor longitud; y presento diferencias significativas con el criollo
Caquetefio para las variables longitud y densidad del pelo, de igual manera presenta
diferencias con el Bos taurus para FR. El grupo de los B. taurus presento los alelos A1 (80%
de los animales) y A4 (el 20 %), con diferencias significativas para la variable longitud,
densidad y TS entre el alelo Al y los criollos Caquetefio, por otra parte, los alelos A1y A4
del grupo B. taurus presenta diferencias significativas con el criollo Caquetefio para la FR.

Figura 3-14: Relaciones filogenéticas del ganado criollo Caquetefio y animales con
cruces raciales de mayor tendencia B. taurus o de mayor tendencia hacia B. indicus

inferidas a partir de secuencias de nucleétidos de PRL y PRLR del genoma nuclear.
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(A) Relaciones filogenéticas del ganado criollo Caquetefio y animales con cruces raciales
de mayor tendencia B. taurus o de mayor tendencia hacia B. indicus inferidas a partir de
secuencias de nucleétidos de PRL del genoma nuclear. (B) Relaciones filogenéticas del
ganado criollo Caquetefio y animales con cruces raciales de mayor tendencia B. taurus o
de mayor tendencia hacia B. indicus y las de inferidas a partir de secuencias de nucle6tidos

de PRLR del genoma nuclear.
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3.4 Discusion.

El uso de técnicas de muestreo menos invasivo, a pesar de que busca disminuir el dolor
pueden producir errores en la genotipificacion de individuos (Nardelli et al., 2011), debido a
las pequefias cantidades que se obtienen de ADN, a la contaminacion entre los individuos,
degradacion de muestra por larga exposicion a medio ambiente, presencia de inhibidores
a la PCR (Hoffman & Amos, 2005); como estrategia de laboratorio para reducir el margen
de error se realizaron varios frotis para obtener suficiente muestras de tejidos epiteliales
bucales y nasales; las muestras tomadas se procesaron rapidamente y adicionalmente se

realizaron precipitaciones o purificaciones al ADN (Broquet et al., 2007).

En la fase inicial se realizd un pre ensayo para la toma de muestra de células epiteliales de
la nariz, se usaron dos utensilios para extraer la muestra, aplicadores de madera con punta
de algoddn y cepillos para citologia, en los aplicadores con algodoén se dificultaba retirar la
muestra y las concentraciones de ADN fueron inferiores a las realizadas con cepillo para
citologia, razoén por la que se selecciond el cepillo para citologia como el insumo apropiado

para la toma de la muestra a nivel nasal.

Para toma de muestras de tejido sanguineo se utilizé el kit de vacutainer (tubo, aguja de
proteccion y funda) requerido para la toma de la muestra de sangre, en la fase inicial se
desarroll6 otro pre ensayo donde se utilizaron tres tipos de tubos vacutainer, seis tubos sin
anticoagulante, seis con heparina sddica como anticoagulante, seis con EDTA como
anticoagulante, donde se encontré que las muestras que no tenian anticoagulante no fue
posible extraerle ADN, de los tubos que contenian heparina sddica se extrajo ADN pero no
amplificaron en la PCR, por lo tanto todas las muestras se tomaron con tubos que contenian
EDTA debido a que presenté buenas concentraciones de ADN que amplificaron en la PCR
(Neary et al., 2014).

El uso del espectrofotometro para estimar concentracion de ADN por absorbancia es una
metodologia confiable (Vargas et al., 2006), la absorbancia es un elemento que permite
determinar las concentraciones de ADN, debido a que absorbe radiacion ultravioleta por los

puentes de hidrégeno entre las bases nitrogenadas (Baena et al., 2013).
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Segun Lopera-Barrero et al. (2008), el uso de Cloruro de Sodio (NaCl) en la extraccion de
ADN es una metodologia econdmica, facil y rapida que permite extraer ADN en buena
cantidad, lo cual fue ratificado en el presente trabajo, al obtener ADN de células epiteliales
de boca (48,78 pg/uL) y nariz (58,63 pg/uL), al compararlo con muestras de sangre (74,83
Mg/uL), encontrdndose dentro del rango reportado por Lopez & Mejia (2012), Gonzéalez et
al. (2011) y EM, (2013), donde reportaron concentraciones de ADN entre 40 - 82,5 pg/puL
y fueron inferiores a los 120-419 pg/uL en aletas de peces reportados por Lopera et al.
(2008).

3.4.1 Incidencia de la Temperatura ambiental sobre el estrés calorico
en los bovinos.

La region donde se desarrolld la evaluacion es de tropico bajo, solo se reportaron
temperatura inferiores a 25°C en el mes de Julio hasta las 8:00 am, por lo tanto los animales
estuvieron por fuera de la zona de confort térmico, en los B. taurus (25°C) y en los B.
indicus (27°C) (Alzina et al., 2001). Por tanto estuvieron siempre con estrés calorico,
causando que los receptores del cuerpo de los bovinos lo transmitan al cerebro colocando
en accién los mecanismos compensatorios, su respuesta fue evaluada determinando
frecuencia respiratoria y temperatura superficial (Correa et al., 2009; Santos, 2014, Saravia
& Cruz, 2003).

3.4.2 Color de piel y del pelaje en la expresién de estrés calérico en los
bovinos.

Segun Olarte et al., (2019), es apropiado los colores claros en los pelajes debido a que la
radiacion de la luz solar es necesaria para los organismos vivos, pero el desgaste en la
capa de ozono, esta causando lesiones cutaneas, tumoraciones opticas, estrés térmico o
incluso la muerte debido a que los rayos UV causan en la piel estrés oxidativo, por una
excesiva produccion de especies reactivas del oxigeno (ERO), que pueden dafiar a la célula

causando envejecimiento celular o cancer en aquellos animales despigmentados.

El color del pelaje en los tipos raciales fue diferente, segun la clasificacion de Soberantes
(2014), no se realizd una evaluacion colorimétrica, pero se encontrd que los pelajes de los

criollos eran bayos claros, y los de los cruces donde predominaba el B. indicus eran
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predominantemente claros (blancos, blancos con manchas negras, blancos jaspeados,
bayos claros) y los B. taurus eran de pelajes oscuros predominantemente negros o negros
con manchas blancas), aparentemente estas caracteristica fue determinante para que los
criollos Caquetefios y B. indicus fueran menos afectados por las altas temperaturas,

mientras que los B. taurus presentaron mayor afectacion.

Pérez et al. (2020) demostré que los pelajes claros ayudan a mantener la temperatura
corporal, debido a mayor disipacion de calor (Castro et al., 2021), otros mecanismos que
se relacionan con la pérdida de calor es el color de la piel, las variables ambientales actian
sobre el animal por la interaccion directa con la piel y el pelo o afectando los receptores
nerviosos presentes en la piel, la respuesta del animal varia dependiendo entre otras cosas
del color del pelaje (Manrique, 1995 y Pérez et al., 2020).

Al relacionar los pelajes de los animales con las variables fisiol6gicas presentaron menor
frecuencia respiratoria y temperatura superficial, debido a dos aspectos, el primero es que
los colores claros reflejan una mayor proporcion de la radiacion solar que el pelo de color
oscuro y la segunda es que la eficacia en la evaporacién que ayuda a disipar el calor es
mayor en pelajes claros, debido a que se transfiere con mayor facilidad el calor y humedad

desde la superficie de la piel al entorno circundante (Yoo, 2014 y Bertipaglia et al. 2007).

El color del pelaje varia el indice del calentamiento tegumentario en los bovinos, Curtis
(1981), determind que es 0,50 para los pelajes blanco; 0,8 para los colores marrén claro y
0,90 para los negros; indicando que la cantidad de energia calérica retenida y acumulada
en la superficie corporal cambia en funcion de la tonalidad del pelaje. Por eso los pelajes
de colores claros del criollo Caquetefio y del B. indicus aumentaron la reflexion de la
radiacion solar (Saravia & Cruz, 2003) y los pelajes oscuro de los B. taurus aumentaron el
calentamiento epidérmico (West, 2003). La tonalidad del pelaje afect6 la termorregulacion
en los animales porque entre mas oscuro era el color de la superficie tegumentaria menor

es el grado de emisividad caldrica (Arauz, 2017).
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3.4.3 Morfometria del pelo y su efecto en el estrés calorico.

La tarea fundamental de la capa de pelo de los animales es atrapar el aire para aislarlos
del frio, pero se convierte en un obstaculo en condiciones de altas temperaturas y humedad
al reducir la evaporacién desde la piel, por que disminuye la velocidad y los gradientes de

humedad a través de la capa de pelo (Gebremedhin, 2012).

La evaluacion morfométrica del pelo permitio encontrar diferencias significativas (p<0,05),
entre los tipos raciales para las variables longitud, densidad y peso del pelo obteniendo
menores valores para el criollo Caquetefio, o que le permite estar mas adaptado para
soportar las condiciones climaticas del tropico himedo bajo.

Las investigaciones de Pan (1964), Bertipaglia et al. (2007), Da Silva et al. (2003), Gilbert
& Bailey (1991), Bertipaglia et al., (2018), Peters & Slen (1964) y Yoo (2014) demuestran
gque los animales de razas puras B. taurus, presentan mayor longitud en el pelo que los B.
indicus; en el presente trabajo estos dos grupos raciales no presentaron diferencias
significativas debido a que son animales cruzados y otra razén puede ser la encontrada por
Saravia & Cruz, (2003), quienes reportan que un mecanismo fisiolégico para amortiguar los

cambios de temperatura es que los animales mudan su pelaje por uno mas corto.

La longitud del pelo de los bovinos es una variable importante para determinar el grado de
adaptacion que presentan al medio céalido, los pelajes cortos estan relacionados con
animales adaptados a las condiciones tropicales y ecuatoriales (Manrique, 1995), el pelo
corto de los criollos Caquetefios es una ventaja teniendo en cuenta las condiciones
climéticas de la region. Segun Botero (2008), en los animales de pelo corto los foliculos
pilosos, las glandulas sudoriparas y sebaceas son mas grandes, excretando mayor
cantidad de agua, facilitando la pérdida de calor por medio de los mecanismos de

termorregulacién por conveccion y evaporacion.

Segun Landaeta et al. (2011) en su estudio con bovinos criollos limonero en el estado de
Zulia, Venezuela se considera slick hair a individuos que presentan una longitud de pelo

inferior o igual a 4,9 + 0,12 mm donde el 93,4% de los individuos presentan esta alteracion,
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de igual manera se reporta que el 88% de los criollos Caquetefio estudiados presentan el
gen de pelo corto (slick hair gene) con longitudes menores a 5,0 mm, mientras que el 12%
restante presenta una longitud superior a los 5,0 mm, por otra parte el 20% de los cruce
con tendencia mayoritaria de B. taurus reportaron la presencia de una mutacion expresada

en el Alelo A4 una longitud promedio de 5,4 mm.

Los pelos de la cruz son de mayor diametro que los pelos del anca, pero entre las razas no
presentaron diferencias significativas (P=0,05), lo cual es contrario a lo encontrado por Pan
(1964), esta contradiccidn se presentdé porque en la referencia citada trabajaron con
animales puros, mientras el presente trabajo se realizé con vacas con cruces entre B. taurus

y B. indicus.

La densidad de pelos por cm? en el criollo Caquetefio (853,8+38?), presentando diferencia
significativa (p<0,05) con los cruces donde predominaban los B. indicus (1271,1+58°) o B.
taurus (1274,85+78°). La densidades se encuentran dentro del rango reportado por
Bertipaglia et al. (2007), (993,18 = 503,76 en la raza Bradford) y Verissimo et al. (2002)
(1140,62 + 289,14 Gyr, 971,62 — 1071 cruces de Gyr con Holstein). El ganado Caquetefio
presentd menos pelos a pesar de ser raza taurina, lo que demuestra que esta mas adaptado
para las condiciones de la regién de tropico bajo hiumedo, lo cual fue demostrado por Maia
& Loureiro (2005), cuando evalué vacas en zonas tropicales y tenian menos pelos por cm?

que animales en zonas templadas.

Los cruces de los B. taurus y los B. indicus a pesar de que el color del pelaje era distinto
(negros y blancos respectivamente) presentaron similar densidad de pelo, coincidiendo con
lo reportado por Cena & Monteith (1975), el color del pelaje no es un factor que este
correlacionado con la densidad de pelos en animales que tengan una tendencia racial
similar y otro aspecto a tener en cuenta es que tradicionalmente en los sistemas de
produccion doble propésito de las zonas calidas los animales que presentan peludos y con

pelos largos son descartados a edad temprana como ya se habia mencionado.
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3.4.4 Incidencia de las caracteristicas morfométricas sobre la
frecuencia respiratoria, temperatura superficial que expresan estrés
caldrico.

La cAmara termografica fue una herramienta que permitié estimar la temperatura superficial
(TS) del pelaje de forma no invasiva contribuyendo con el bienestar animal (Centurion et
al., 2016). La TS est4 directamente relacionada con la temperatura ambiente la cual varia
segun la hora del dia, en las primeras horas de la mafana es baja y va aumentando a
medida que avanza el dia, llegando a su maxima temperatura entre 12:00 y 13:30. Esta
misma tendencia se presenta con la temperatura ambiental. Al medio dia aumentan la

expresion de los sintomas del estrés calorico.

La hora de mayor temperatura ambiental fue entre la 1:00 p.m. y 1:30 p.m. (32,1+£0,06°C),
simultdneamente se presentaron las mayores temperaturas superficiales expresando
diferencias significativas (p < 0,05) entre los B. taurus (43,92+0,4%), B. indicus (40,02 + 0,3?)
y los criollos Caquetefios (39,39+0,29). La diferencia entre los cruces de mayor tendencia a
B. taurus en comparacion con los de mayor conformacién de B. indicus es debido a que los
ultimos son mas tolerantes al calor porque evolucionaron en el trépico célido de la India
(Hansen 2004), permitiendo la expresion de genes relacionados con la termotolerancia o
gue realizaron cambios anatémicos, fisiol6gicos para soportar las altas temperaturas y
humedad. El criolllo Caquetefio a pesar de tener origenes taurinos de la peninsula ibérica
(Primo, 1992), presentd diferencias significativas con los cruces de mayor tendencia B.
taurus, debido a que las razas criollas han desarrollado capacidades adaptativas a las
condiciones tropicales, por el proceso de seleccion natural desarrollado durante quinientos
afos permitiéndole la adaptacion al tropico célido (Martinez, 2008; McManus et al. 2009 y
Viera et al., 2019)

Las temperaturas superficiales reportadas a las 12:30 p.m. para los animales B. taurus (38,5
°C), B. indicus (38,4°C) y criollo Caquetefio (38,2°C), fueron superiores a las reportadas por
Centurion et al., (2016), (Nellore 34,93°C y raza local Pantaneira 35,32°C); debido a que la
investigacion la realizaron en una region donde la maxima temperatura ambiental fue 29°C.
Centurion et al. (2016), no encontr6 diferencia significativa en la TS entre el B. indicus y la
raza local Pantaneira, lo cual se ratificd en este trabajo con el criollo Caquetefio, debido a

gue este tipo de animales estan adaptados a las condiciones calidas del tropico.
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En las horas de mayor temperatura ambiental (12:00 m. a las 13:30 p.m.), los criollos
Caquetefios por poseer menor longitud y densidad del pelo contribuyen en que los animales
expresen menor FR y TS, presentando diferencia significativa (p<0,05) con los animales
cruzados con mayor tendencia hacia B. taurus y no diferencias (p>0,05) con los B. indicus.
Las otras posibles razones que ayudan a interpretar los resultados es que los Caquetefios
y los B. indicus, presentan pelaje claro, corto y ralo, permitiendo mejor termorregulacion y
los animales que tenian mayor incidencia de razas Bos taurus presentan pelaje negro, pelo
mas largo, delgados y en mayor densidad por cm?, causando que sean mas afectados por
el estrés caldrico, debido a la menor capacidad de regular y de perder calor corporal
(Hansen 2004, Tatis y Botero 2005, Villalobos 2012, Yoo 2014 y Maia et al. 2003).

Al analizar las variables relacionadas con la expresién del estrés cal6rico se encontré que
la TS presenta correlacion positiva con la longitud del pelo, alta para densidad del pelo y
negativa con diametro; la FR presenta correlacion positiva con longitud, densidad del pelo
y hegativa con el diametro. Por eso el criollo Caquetefio presento menor longitud, densidad
y mayor diametro del pelo, presentando menor TS y FR, seguido del B. indicus sin presentar
diferencias significativas (p>0,05). Los Caquetefios y los B. indicus, presentaron diferencias
significativas (p<0,05) con el B. taurus que fue el que presento mayor longitud, densidad y

menor diametro del pelo.

La evaluacion de las gréficas de las variables morfométricas del pelo, las fisiolégicas y los
grupos raciales, evidenciaron un distanciamiento de los bovinos criollos Caquetefios con
los B. indicus y B. taurus; los mayores valores de frecuencia respiratoria, temperatura
superficial, densidad (pelos/cm?) y longitud (mm), estan asociados a los animales B. taurus
causandoles mayor retencién de calor aumentando la TS y FR como mecanismo para
disipar el calor y los mayores diametros del pelo estan asociados a los B. indicus, lo que
indica que los menores valores de frecuencia respiratoria, temperatura superficial,
densidad, longitud del pelo se relacionan con los criollos Caquetefios demostrando que son
los mas adaptados a las condiciones del tropico en las horas de mayor temperatura

ambiental.
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En los bovinos el flujo de calor es un proceso que depende principalmente de la humedad
y la temperatura ambiente. En zonas calidas y hUmedas como las regiones de tropico bajo,
los animales deben poder disipar el calor a través de la piel, del tracto respiratorio y evitar
al mismo tiempo la energia térmica proveniente del ambiente (Yoo, 2014). Este mecanismo
segun los datos encontrados lo realiza mejor los criollos Caquetefios, seguido de los

animales cruzados que tienen mayor incidencia de B. indicus.

El color del pelaje es uno de los mecanismos mas eficaces para reflejar o retener el calor
proveniente de la radiacion solar; el color negro de los pelajes de los denominados B.
taurus, fue un factor determinante para que se presentara mayor frecuencia respiratoria y

temperatura superficial; confirmando lo encontrado por Bertipaglia et al. (2007).

El andlisis de conglomerados realizados para determinar distancia euclidea de los animales
de los grupos raciales evaluadas teniendo en cuenta las variables color del pelo medidas
morfométricas del pelo y variables fisiolégicas identifico claramente dos grandes cluster o
grupos de tipos raciales los B. taurus y los B. indicus; el otro grupo son los criollos

Caguetenio.

En la regién tropical se presenta el sistema de produccion doble propésito, el cual se
caracteriza porque los hatos estan conformados por animales cruzados, donde se realizan
cruces entre animales de razas descendientes de los Bos indicus (gyr, guzerat, etc.)
quienes aportan los genes de resistencia los cuales son cruzados con animales Bos taurus
(Holstein, Pardo Suizo, etc.) para aportar genes de produccién, enfocados principalmente
a la produccion de leche. Al no presentarse diferencias significativas (p>0.05) entre las
variables morfométricas del pelo entre los B. taurus y B. indicus permite determinar que a
pesar de que son diversos cruces se puede conocer como un solo grupo racial, lo cual
ratifica lo planteado por Martinez et al. (2015), cuando se evalla las diferencias genéticas
entres poblaciones, las de mayor similitud son los cruces entre B. taurus y B. indicus, y lo
que hizo que se presentara diferencias en las variables fisiol6gicas entre estos dos grupos

fue la diferencia del color del pelaje.
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3.4.5 Caracterizacion de la secuenciacion de los genes de la prolactina
PRL y el receptor de la prolactina PRLR y sus posibles efectos en el
estrés caldrico.

Con el fin de identificar posibles mutaciones en los genes de la prolactina (PRL) y el receptor
de la prolactina (PRLR) se realizé la caracterizacion de las secuenciaciones, tanto de los
genes como de las proteinas codificadas. En el caso del gen PRL, es un fragmento del
cromosoma 23 que posee aproximadamente 8700 nucledtidos, contiene en su estructura
cinco regiones codificables (exones). Basados en estudios de Littlejohn et al. (2014), se
disefiaron primers en la region E5 del gen, el tamafio del amplicon que se secuencio fue de
392 nucledtidos, entendiendo la gran diversidad que presenta, ademas de mutaciones
puntuales implicada en cambios fenotipicos del tamafio del pelo.

Se decidio secuenciar el gen PRL debido a que se evaluarian animales que tenian una gran
incidencia de Bos taurus, los cuales en sus razas puras son propensos a presentar pelajes
largos (Botero, 2008). Segun reportes hechos por Littlejohn et al. (2014), el nucle6tido
(Chr23:35105313) del gen PRL que esta en la genbank de la NCBI, es un sitio polimérfico
(T > G) involucrado en el aumento del tamafio del pelo en los bovinos. Sin embargo, el
presente trabajo indico que este sitio polimérfico se encuentra ubicado en una posicion
diferente (Ch23:35332871). El cambio de esta base se ve reflejada en la mutaciéon de un
aminoacido de la proteina codificada (Cys > Gly) (figura 2-3B). Aunque la regién amplificada
abarca parte del dominio SHF de la proteina Prolactina, las secuencias de los individuos
analizados mostraron regiones completamente conservadas, indicando de esta manera que
los ejemplares no presentan la mutacion de aumento de tamafio en el pelo corporal lo cual
se evidencié en que los animales no presentaron pelos extremadamente largos, debido a
gue estos cambios puntuales en las secuencias de cada uno de los alelos, no modifica la
lectura de aminoacidos de la proteina correspondiente, por considerarse mutaciones

silenciosas.

La regibn que se determin6 amplificar forma parte de la proteina que abarca

aproximadamente 63 aminoacidos en posicion C-terminal de la region conservada y el
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dominio SHF juega un rol importante en la regulacion de la unién a la prolactina receptora
(Davis et al., 2017).

Para el caso del gen receptor de la prolactina (PRLR), que es el gen encargado de codificar
la proteina receptora que interactta con PRL para desencadenar la cascada de
sefializacion, su caracterizacion indica que es un fragmento de mas de dieciocho mil
nucledtidos, una diferencia notable respecto a su ligando. Se pueden identificar 11 regiones
codificables (exones), Davis et al. (2017), reportaron mutacién en el cromosoma 20 en el
exon 11 en el nucleétido 391365558, en el presente trabajo se encontrd en la posicion
Ch20:39099214, la mutacién puntual fue de un nucleétido (C > /), causando delecion de
una citosina, provocando el cambio en la lectura de codones, induciendo a la codificacion
de un aminoéacido diferente (Ala > Val), seguido de un codon de finalizacién (TAA),
provocando la pérdida de informacién de la posicion C-terminal de la proteina. Esta
mutacién no interviene en los procesos de unién con el ligando, sin embargo,
aparentemente es la principal causa del fenotipo de pelo corto en este tipo de organismos.
La proteina codificada cuenta con un tamafio de aproximadamente 581 aminoacidos y
dominios en posicion N-terminal, la regién amplificada cuenta con un tamafio de 140
aminoacidos. En su estructura primaria presenta tres dominios intracelulares y un dominio

extracelular que permite la unién con el ligando prolactina.

3.4.6 Caracterizacién de sitios polimoérficos del PRL y PRLR.

La caracterizacion de las secuencias de PRL demostraron seis sitios polimorficos que
corresponden a transiciones de nucleétidos (purina/purina o pirimidina/pirimidina) y
transversiones de nucleétidos (purina/pirimidina o viceversa), que no representan cambios
puntuales en las secuencias de cada uno de los alelos, genera gran diversidad pero no
modifica la lectura de aminoacidos de la proteina correspondiente, por lo que puede
considerarse como mutaciones silenciosas que no causan cambios visibles en el fenotipo
de los animales. Gran variabilidad presenta varios sitios polimorficos, pero no se tiene

evidencia clara en que afecta.



122

En el caso del gen receptor (PRLR), se identificaron dos sitios polimérficos en cuatro alelos,
ubicados hacia la posicion 5’ de la region codificante; uno corresponde a transiciones de
nucleétidos y el otro transversiones de nucleotidos. De acuerdo con estos sitios, el cambio
de citosina a timina del alelo dos trae como consecuencia la lectura de un codén de
finalizacion que empieza en el nucleétido 190. Por otra parte, los alelos tres y cuatro
presentan una transversion en el nucle6tido 150, lo que genera igualmente la lectura de un
cododn de finalizacion. Esto conlleva a la pérdida de informacion en posiciones C-terminal
de la proteina, viéndose reflejado posiblemente en la disminucion de la longitud del pelo o
en otros procesos metabdlicos.

3.4.7 Relaciones filogenéticas.

Los andlisis filogenéticos de inferencia bayesiana (IB) y de maxima verosimilitud (ML)
fueron deducidos a partir de las secuencias de datos de las regiones amplificadas de los 11
y 4 alelos de PRL (392 nt) y PRLR (506 nt) respectivamente. Los resultados arrojaron

topologias idénticas y bien soportadas para los 44 individuos (Bootstrap=100).

Para el gen PRL el linaje A esta representado por un unico alelo (A10); el linaje B, donde
se agrupan el resto de los alelos se divide en dos clusters. EI | como ramificacion temprana
del linaje B, agrupando los alelos A3, A4 y A5, los cuales pertenecen exclusivamente a
individuos de la raza criolla Caquetefia. El cluster I, siendo el mas diverso, abarca las vacas
doble propésito donde aglutina los dos grupos de cruces, los que poseen mayor tendencia
al B. taurus y también a los que poseen mayor tendencia hacia al B. indicus representadas
en 7 alelos diferentes, donde se evidencian origenes polifiléticos de Bos taurus y Bos

indicus.

En el caso de las relaciones filogenéticas inferidas a partir de secuencias de PRLR, el linaje
A, es el mas cercano a la linea ancestral (basal) como lo muestra la topologia, aqui se
agrupan los individuos que tienen el alelo 1, demostrando que tienen un ancestro comun
(origen monofilético). El linaje B se divide en dos clisters estadisticamente soportados.
estas mostraron que no poseen un solo antepasado comun (origenes polifiléticos) para las

vacas criollas Caquetefias, por eso se representan mayoritariamente en los alelos A2, A3y
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A4, el clado | se subdivide y agrupa los alelos A3 y A4, mientras que el clado | muestra que

el Alelo A2 es filogenéticamente basal.

El pelo corto encontrado en el criollo Caquetefio coincide con lo reportado por Littlejohn et
al. (2014) en el ganado Senepol, este ganado presentaba pelaje corto y resbaladizo debido
al locus dominante “slick”, encontrado en un fragmento del cromosoma 20, donde se incluye
el receptor de la prolactina (PRLR), identificaron una mutacién homocigota, consistioé en una
delecién de una sola base en el exén 10 e introduce un codén de parada prematuro ( p.
Leud62) y la pérdida de 120 aminoacidos de la forma larga del receptor, por lo tanto la
mutacion esta muy ligada al pelo corto en los bovinos Senepol y criollos Caquetefios; por
lo tanto el pelo corto encontrado en el Senepol y en el criollo Caquetefio no surgié por
introgresion de los B. indicus.

Segun Littlejohn et al. (2014), la mutacion del PRLR p.Leu462* puede conferir al ganado
una termotolerancia adicional mas alld de sus efectos en la longitud del pelo corto,
adicionalmente la dominancia de la mutacibn PRLR también es curiosa, ya que el
truncamiento de 120 aminoacidos C-terminales podria esperarse que resultara en una
pérdida o alteracion de alguna de las funciones de la prolactina; segin lo encontrado por
Landaeta-Hernandez et al. (2011), en el Criollo Limonero les permitié concluir que adicional
al pelo corto también encontraron menos foliculos pilosos (menos pelos por unidad de
area), mayor tamafo de las glandulas sudoriparas y un flujo sanguineo elevado que irriga
la piel y todos estos aspectos contribuyen en los procesos de termorregulacion; Huson et
al. (2014), encontr6 que animales de las razas Senepol razas criollas Carola y
Romosinuano poseen pelo corto, segun Olson et al. (2003), esto les permite mantener
menor temperaturas corporales cuando estan bajo estrés por calor, los animales que
presentaron estas caracteristicas en el presente trabajo pueden estar relacionados con la

mutacion que causa el pelo corto.
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3.5 Conclusiones

La menor densidad (cantidad de pelos/cm?), la longitud (mm) y el color del pelaje claros son
las variables que mas influyen para que los criollos Caquetefios y los cruces con mayor
tendencia de B. indicus presentaron menor estrés caldrico expresado en bajos niveles de
temperatura superficial (°C) y frecuencia respiratoria (RPM), mientras que los cruces con
mayor tendencia de B. taurus presentaron pelaje de color negro, longitud y densidad mayor
del pelo los cuales afectaron los mecanismos de termorregulacion y retencion del calor
causando mayor estrés calérico expresado con mayores frecuencias respiratorias y

temperatura superficial del pelo.

Se encontr6 que el 88% de los Criollos Caquetefios presentan el gen de pelo corto (gen
slick hair) por eso expresa caracteristicas como menor longitud, densidad del pelo que
causa que sea menos afectado por las altas temperaturas y humedad relativa.

El gen PRL presenta mayor diversidad de alelos y no presentan diferencias fenotipicas en
los bovinos evaluados, mientras que el PRLR en los bovinos criollos Caquetefios genera
una mutacion que causa una delecién de un nucleétido, cambiando la sintesis del
aminoacido Alanina por el Valina, seguido de un codén de parada que causa que no se
sintetice el resto de la proteina, los cual aparentemente es la razén que causas que los

criollos Caquetefios presenten el pelo corto.

Los criollos Caquetefios y los cruces donde predomina la incidencia de los B. indicus son
animales bien adaptados a las condiciones de altas temperaturas y humedad del trépico

humedo bajo y los cruces donde predomina el B. taurus son menos adaptados.
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4 . Comportamiento etoldgico de bovinos
de raza criollo Caqueteno y cruces
raciales Bos taurus y Bos indicus en
condiciones de tropico bajo humedo.

Resumen.

La investigacion se realiz6 en una region de bosque humedo del trépico bajo, en el
piedemonte amazonico, en el Centro de Investigaciones Amazonicas “MACAGUAL” de la
Universidad de la Amazonia, departamento de Caquetd, Colombia. El objetivo de esta
investigacion fue determinar los cambios fisiolégicos y etolégicos relacionados con el estrés
calérico en bovinos de las razas criollo Caquetefio y de cruces procedentes de B. taurus y
B. indicus en diferentes horas del dia, en una zona ubicada en el trépico amazédnico. Se
evaluaron un total de 44 animales que se tres grupos raciales; un primer grupo compuesto
de 24 individuos criollo Caquetefio, un segundo grupo conformado de 10 hembras que
presentaban en su composicion genética un porcentaje superior al 50% de Bos taurus y un
altimo grupo que incluyé 10 hembras que presentaban méas del 50% de su composicion
genética de Bos indicus. El ganado evaluado fue ubicado en franjas para pastoreo en

praderas con bajo nivel de sombra donde predominaban pasto Braquiaria humidicola.

La determinacion de los parametros se realiz6 mediante observacion directa durante un
periodo de 6 meses que comprendié desde el mes de abril hasta septiembre. La recoleccion
de datos se llevo a cabo desde las 7 a.m. hasta las 5 p.m, correspondieron a las variables
de comportamiento como pastoreo, rumia, descanso, consumo de agua con o sin sombra
y a las variables fisiologicas de frecuencia respiratoria y temperatura superficial. Se
registraron las variables climaticas temperatura ambiental (TA), humedad relativa (HR),
temperatura de bulbo humedo (TBH), temperatura en globo negro (TGN), temperatura en
bulbo himedo naturalmente aspirado (TBHNA), presién atmosférica (PA), punto de rocio
(PR) y velocidad del viento (VV). Se determinaron los indices relacionados con el estrés
caldrico indice de calor (IC), indice de temperatura en globo negro humedo (ITGNH), indice

limite de trabajo térmico (ILTT), indice de temperatura humedad (ITH), indice de carga de
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calor himeda y viento (ICC), indice de humedad en globo negro (IHGN), indice de

temperatura humedad y viento (ITHV), indice de enfriamiento por viento (IEV).

Los indices que més se relacionaron con la expresion de estrés calorico fueron ITH, ITGNH
e ICC. Se registrd temperaturas iguales o superiores de 25,2°C desde el registro a las 7:00
a.m. lo que indica alerta de estrés caldrico desde las primeras horas del dia. Para el mes
de julio se presentaron los valores mas bajos de los pardmetros registrados, mientras que
en septiembre se observaron los valores méas altos. Los bovinos criollos Caquetefio,
interrumpen menos su rutina de pastoreo seguido de los B. indicus. Los animales que
genéticamente presentan mayor incidencia de los B. taurus son los mas afectados por las
altas temperaturas, lo que se expreso disminuyendo el tiempo de pastoreo, las actividades
en el sol (pastoreo, rumia y descanso), lo cual aumenta su estadia en la sombra para
descanso o rumia y dedicando mas tiempo al consumo de agua en los momentos de mayor

temperatura.

La mayor temperatura superficial (TS) se presentd a la 1:00 pm, donde el grupo de animales
con mayor expresion fueron los animales con mayor incidencia B. taurus (38,7°C),
presentando diferencia significativa (p<0,05) con los B. indicus (38,4°C) y los Criollos
Caquetefio registré la menor temperatura superficial (38,1°C). La frecuencia respiratoria
(FR) fue mayor a la 1:30 pm, siendo mayor en los cruces de mayor incidencia de B. taurus
(45,0 rpm), seqguido de los B. indicus (40,7 rpm) y los de menor los criollos Caquetefios
(39,5 rpm). El andlisis de los datos obtenidos permitié establecer que el grupo de los
individuos criollos Caquetefios muestra la menor variacién en su comportamiento respecto
al pastoreo, mientras los cruces de B. taurus son los més afectados, disminuyendo el
pastoreo e incrementando las frecuencias respiratorias y temperaturas superficiales del
pelaje. Las variables ambientales que tienen alta relacion positiva con la temperatura
superficial de los animales como expresion del estrés caldrico son principalmente TGN
seguido de TAy los indices IC, ITGNH e ICC

Palabras clave: criollo Caquetefio, cruces Bos taurus y Bos indicus, etologia en bovinos,

frecuencia respiratoria, temperatura superficial, indices de estrés calorico.
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4.1 Introduccidn

El abuso del hombre al utilizar los recursos naturales, ha generado un proceso de
degradacion del medio que repercute directamente en el cambio climético (Nufiez et al.,
2016). Los sistemas naturales estan siendo afectados por el incremento de la temperatura
de los océanos y del aire, aumento del nivel de los mares debido a la pérdida de hielo en
los glaciares y por el incremento en un 70% en las emisiones de gases con efecto
invernadero (GEI) debido a las actividades antropogénicas (Intergubernamental & Clim,
2007).

Las temperaturas ambientes superiores a 25°C con humedad relativa mayor al 80% afectan
el bienestar animal y su estado de confort (Arias et al., 2008), influyendo sobre sus
mecanismos fisicos y psiquicos (Uribe, 2016). El nivel de afectacion del estrés cal6rico varia
segun la adaptacioén del tipo racial y puede manifestarse como cambio en los requerimientos
de nutrientes aumentando el consumo de agua, disminuyendo los requerimientos de
energia generando menos consumo de materia; activacion de los procesos fisiol6gicos para
eliminar calor por medio de evaporacion cutanea (lo que se manifiesta desde los 15°C),
jadeo (a partir de los 21°C), vasodilatacion periférica, sudoracion, alteracién del
metabolismo hidrico y mineral. (Armendano, 2018; Fonade & Ideam, 2013; Suérez et al.,
2012; Gallardo et al., 2008 y Pardo, 2012).

Los cambios causados en los animales por el aumento de las variables ambientales
disminuyen los parametros productivos (Carvajal et al., 2012; Suarez Salazar et al., 2015;
Rojas et al., 2005 y Romero et al., 2009), por el bajo consumo de alimentos e incremento
de la ingestion de agua y el tiempo destinado al descanso y rumia (Pérez et al., 2008). Las
temperaturas elevadas generan desequilibrio endocrino aumentando el nivel de cortisol, la
frecuencia respiratoria, la temperatura corporal y el ritmo cardiaco (Faure et al., 2004 y
Celmira et al., 2011). Los efectos de las altas temperaturas del clima del tropico bajo,
afectan especialmente a los individuos B. taurus, lo que se evidencia porque pasan buena

parte de su tiempo resguardandose de los rayos solares, con disminucion de sus
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parametros productivos y riesgo de incrementar la morbilidad y mortalidad (Espinoza et al.,
2009; Ulrich et al., 1994).

Con base en las investigaciones acerca del cambio climatico se proyecta un aumento de la
temperatura hasta de 5,8°C para el afio 2100 (Murgueitio, 2000), condicién que ocasionaria
que los problemas de salud y produccion en los bovinos se agudicen (CEPAL et al., 2017).
Es esta la razon de la importancia de seleccionar material genético que se adapte al medio
donde se establecen los sistemas de produccién (Magafia et al., 2019). Los animales
cruzados o los recursos genéticos locales poseen potencial para soportar las condiciones
climaticas cambiantes (Vilches & Pérez, 2011).

Es importante evaluar el cambio climatico y su incidencia en el comportamiento animal que
afecte negativamente la productividad, lo cual es de gran impacto en regiones como el
Caqueta y paises como Colombia que derivan su economia de las producciones bovinas
(Gumucio et al., 2016). Los animales que predominan en las regiones del trépico bajo son
los cruces entre B. indicus con B. taurus, que buscan aprovechar la heterosis para mejor
productividad doble propdsito (carne y leche) y resistencia a las condiciones climaticas del
tropico (Baena & Halfter, 2008 y Santellano-Estrada et al., 2011). Los bovinos con
ascendencia de B. taurus pueden aportar parametros productivos a estos cruces, pero
presentan mayor afectacién en su comportamiento en condiciones del trépico bajo debido
a que estan adaptados a regiones templadas de Europa (Baez et al., 2010; Espinoza et al.,
2011 y Aralz, 2017). Por su parte los B. indicus por proceder del trépico asiatico y africano
presenta mayor rusticidad (Aroeira et al., 2016). Esta hibridacién busca ofertar animales

con parametros productivos interesantes adaptados al tropico (Cortés et al., 2003).

Los aportes positivos fisiolégicos de adaptacion al trépico calido no solamente se atribuyen
al cruce de estos dos grupos raciales, puesto que en el continente Americano se han
reportado razas criollas descendientes del B. taurus, traidas por lo espafioles desde el
segundo viaje de Cristobal Colon en 1493 (Rouse, 1977), que han logrado adaptarse a las
regiones tropicales calidas, transmitiendo sus genes a la descendencia (Cavallotti, 2014).
Estas razas son recursos genéticos locales o criollos, tolerantes a altas temperaturas,
humedad relativa, resistentes a parasitos, con mayor longevidad y exhiben la capacidad de

aprovechar forrajes bajo nivel nutritivos (Arias et al., 2008), manifestando una mayor
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adaptacion al medio (da Silva, 2014; Segura & Montes, 2001 y Arroniz et al., 2012). A pesar
de estas ventajas el inventario bovino colombiano cuenta con una baja poblacion de
animales criollos (Celis et al., 2020). El criollo Caquetefio es un recurso zoogenético local
que a pesar de su adaptacion a las condiciones ambientales de la Amazonia colombiana
(Barrera et al., 2006) se encuentra en via de extincion debido a la erosion genética causada
con los cruces absorbentes con Brahman (Quijano et al., 2015). Es necesario evaluar los
recursos genéticos locales, porque el cambio climético es una realidad progresiva que
impacta las producciones (Llamas, 2009) y se necesita incrementar la produccion de
alimentos de origen animal para la seguridad alimentaria de la creciente poblacion de
humanos (FAO, 2009).

En las regiones de trépico bajo el pastoreo en la mayoria de los sistemas de produccion es
la Unica fuente de alimentacion y el consumo en las praderas como su comportamiento en
general es expresado por las interacciones entre las variables ambientales, la calidad
nutricional del forraje, el estado fisiolégico, el genotipo, la conducta natural del animal,
adaptacion, filogenia o evolucion, por tal razén las evaluaciones etoldgicas se realizan en
las condiciones tradicionales de manejo (Varén, 2011; Vergara et al., 2009; Molina-Coto,
2017; Petryna & Bavera, 2002; Pinzon & Mejia, 2017; Pérez et al., 2008; Gibson & Hanotte,
2008; Mejia et al., 2010; Aguilar et al., 2004; Russi et al., 2011 y Paranhos da Costa et al.,
2002), aspectos que deben identificarse en el etograma (Eibl-Eibesfeldt, 1979) o lista del
repertorio comportamental del animal en condiciones climaticas naturales (Grier & Burk,
1992).

Las variables climaticas y los indices para determinar los niveles de estrés caldrico
generado por el ambiente varian segun el mes y seran elementos determinantes para
explicar el cambio en el comportamiento etol6gico, en la frecuencia respiratoria y
temperatura superficial de los bovinos segun su tipo racial (Aggarwal & Upadhyay, 2013).
Los cambios en las condiciones climaticas afectan los indices relacionados con el estrés
calérico en bovinos, por lo tanto, existen algunos indices que se ajustan mejor a las

condiciones del tropico humedo bajo (Hahn et al., 2003; Rashamol et al., 2018).
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La presente investigacion tiene como objeto evaluar el comportamiento etoldgico en
bovinos durante las horas del dia teniendo en cuenta el cambio de las variables ambientales
e indices de estrés caldrico en animales de la raza criollo Caquetefio y cruces tendientes a

B. taurus y a B. indicus.
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4.2 Materiales y metodos.
4.2.1 Ubicacién Geografica.

El estudio fue llevado a cabo en el Centro de Investigaciones de la Universidad de la
Amazonia, ubicada en las coordenadas 1°37' N y 75°36'W, con un clima tropical lluvioso de
selva (Af), segun clasificacién de Koeppen (Eslava, 1993), temperatura promedio 25.5° C,
3793 mm de pluviosidad anual, 1707 horas de brillo solar por afio, humedad relativa
84.27%, altitud de 250 metros sobre el nivel del mar (Estrada & Rosas, 2007).

4.2.2 Areade estudio.

El area destinada para la evaluacién fue una zona de vega, conformada por 8 franjas
divididas con cerca eléctrica de 1.2 hectareas cada una, con acceso a bebederos naturales
de fuente hidrica corriente, la graminea predominante era la Brachiaria humidicola y
presencia de arboles dispersos en potreros que proporcionaban sombra. El periodo de
ocupacién fue de 4 dias, garantizando cantidad y calidad de alimento para su
mantenimiento (Nasca et al., 2006); a los animales se les garantizé las mismas condiciones

ambientales y de manejo.

4.2.3 Animales.

Se utilizaron 44 vacas, con edad promedio de 46 + 14 meses, sin estado de embarazo y

con estado de salud adecuada de acuerdo a la evaluacién veterinaria.
Los animales se distribuyeron en tres grupos conformado como sigue:
Grupo 1: 24 animales pertenecientes a la raza criollo Caquetefio.

Grupo 2: 10 animales con caracteristicas que presentaban una constitucion genética
individual proveniente de cruce con incidencia de las razas Holstein, Gyr y Brahman donde

tenian mayor incidencia de B. taurus (superior al 50%).

Grupo 3: 10 animales con caracteristicas que presentaban una constitucion genética
individual proveniente de cruce con incidencia de las razas Gyr, Brahman y Holstein, donde

tenian mayor incidencia los B. indicus (superior al 50%).

La identidad racial y la edad de cada animal fueron validadas utilizando el software

ganadero SG version 14.
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Figura 4-1: Animales de la raza criollo Caquetefio (A) y vacas doble propdsito de

mayor tendencia a B. taurus (B) y de mayor tendencia hacia B. indicus (C)

A B C

4.2.4 Determinacion de variables ambientales.

Para determinar los valores climatol6gicos temperatura ambiente, la humedad relativa,
velocidad del viento, presion atmosférica, punto de rocio, temperatura en bulbo negro,
temperatura en bulbo negro himedo, temperatura en bulbo negro himedo de aspiracién
natural, se utiliz6 estacion climatica portéatil, marca Kestrel (serial 4400).

425 Determinacion de indices relacionados con el estrés cal6rico.

Con los datos de las variables ambientales se determinaron indices relacionados con el
estrés calorico, indice de calor (IC) (Steadman, 1979); indice de temperatura del globo
negro himedo (ITGNH) (Moran et al., 2001); indice de temperatura y humedad (ITH) (Cony
et al., 2004); indice de carga de calor (ICC) (Suérez et al., 2012); indice de temperatura
humedad y viento (ITHV); indice limite de trabajo térmico (ILTT) (Brake & Bates, 2002) e
indice de enfriamiento por el viento (IEV) (Al-Taai & Saleh, 2017).

La determinacion de distintos indices relacionados con el estrés calGrico proporciona
informacion que permite estimar cual es el que mejor interpreta el estrés calérico bajo

condiciones de trépico bajo humedo.

4.2.6 Variables fisiologicas.

La frecuencia respiratoria se evalu6 mediante la observacion directa de cada uno de los
bovinos con la ayuda de binoculares (marca Tasco zip, serial 2023BRZ), basandose en la
estimacion de los movimientos intercostales de inhalacién y exhalacion respiraciones por

minuto (rpm).
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La determinacién de la temperatura superficial de los animales, se realizé mediante una
camara termografica, de marca Flus, serial IR-890, apuntando a la regidn intercostal a una

disltancia de tres metros.

Los datos de FR y TS se realizaron por animal a las 7:00 am, 8:00 am y seguidamente cada
30 minutos hasta las 5:00 pm,

4.2.7 Consideraciones éticas y de bienestar animal

El estudio fue realizado considerando las hormas para manejo experimental de animales y
no implica procedimientos en contra del Bienestar animal, por lo cual fue avalado por el
comité de Etica en investigacion de la Facultad de Ciencias Agropecuarias de la
Universidad Nacional de Colombia - sede Palmira, en acta del 8 de febrero de 2018.

4.3 Metodologia

La toma de datos de las variables ambientales, temperatura superficial (TS) y frecuencia
respiratoria (FR) se realizd desde las 7:00 a.m. hasta las 8:00 a.m. y después cada treinta
minutos hasta las 5:00 p.m. de lunes a jueves durante 6 meses (Abril — Septiembre). Los
animales fueron marcados con tinte para cabello de origen natural en su zona intercostal,

con un namero de 30 cm para facilitar su identificacion a distancia.

El etograma se construyé teniendo en cuenta las actividades a evaluar: pastoreo, rumia,
descanso, con y sin sombra e ingesta de agua; para facilitar la toma de datos en campo, se

empled una tabla de registro, asignandole cAdigo a cada actividad (Pérez et al., 2008).

e Pastoreo con sol (Psol): Cuando el animal pastorea, expuesto a los rayos solares

bien sea en un solo punto o desplazandose.

e Pastoreo con sombra (Psom): Cuando el animal pastorea en la sombra, bien sea en

un mismo punto o desplazandose.

e Descanso con sol (Dsol): El animal estd bajo los rayos solares, sin consumir

alimento ni rumiar, en estado de quietud, echado o de pie.

e Descanso con sombra (Dsom): El animal no pastorea ni rumia, se queda quieto sea

parado o echado, bajo la sombra.

¢ Rumia con sol (Rsol): El animal rumia bajo el sol, en cualquier posicion.
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¢ Rumia con sombra (Rsom): El animal esta rumiando bajo la sombra, no importa su
posicion.

e Bebiendo (B): Se determina cuando el animal este consumiendo agua. (Pérez et al.,
2008).

La observacion del comportamiento de los bovinos se realiz6 mediante la técnica de registro
ad libitum de ejecucién y muestreo 'scan' instantdneo (Altmann, 1974). Los datos se
describieron en porcentaje de animales por cada raza que realizan las diferentes

actividades en cada hora evaluada.

4.3.1 Anédlisis de datos

Para analizar los datos se utilizd6 una evaluacion estadistica descriptiva y curva de
tendencias de las variables ambientales e indices relacionados con el estrés calorico,
analizandolos por meses y durante todo el periodo de evaluacion teniendo en cuenta el
efecto de la hora. Se realiz6 andlisis de varianza (ANOVA) con un disefio experimental
completamente al azar teniendo en cuenta el tipo racial, se utilizé la comparacién de medias
con la prueba LSD Fisher para determinar diferencias estadisticamente significativas
(p<0.05) entre las razas con las variables fisiol6gicas (frecuencia respiratoria (FR) vy
temperatura superficial (TS)) y variables etologicas (Pastoreo con sol (Psol), pastoreo con
sombra (Psom), descanso con sol (Dsol), descanso con sombra (Dsom), rumia con sol

(Rsoal), rumia con sombra (Rsom) y bebiendo (B))

Se estimaron las correlaciones entre las variables ambientales (temperatura ambiente (TA),
humedad relativa (HR), temperatura en globo negro (TGN); temperatura en bulbo himedo
naturalmente aspirado (TBHNA); presion atmosférica (PA), punto de rocio (PR) y velocidad
del viento (VV)), indices de estrés caldrico (indice de calor (IC), indice de temperatura en
globo negro humedo (ITGNH), Limite de trabajo térmico (LTT), indice de temperatura
humedad (ITH), indice de carga de calor himeda y viento (ICCHV), indice de humedad en
globo negro (IHGN), indice de temperatura humedad y viento (ITHV), indice de enfriamiento
por viento (IEV)); variables fisioldgicas (frecuencia respiratoria (FR) y temperatura
superficial (TS)) y variables etolégicas (Pastoreo con sol (Psol), pastoreo con sombra
(Psom), descanso con sol (Dsol), descanso con sombra (Dsom), rumia con sol (Rsol), rumia

con sombra (Rsom) y bebiendo (B)).
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Para relacionar a todas las variables con cada uno de los 44 individuos de los tres grupos
raciales se realiz6 un andlisis de componentes principales. La relacion entre variables fue
estudiada usando matrices de diagramas de dispersion y mediante correlaciones lineales
de Pearson (P<0.05). Para ver la relacion entre variables de respuesta, variables
ambientales y los 44 individuos se realizara un gréfico biplot.

Para el analisis de los datos se uso el programa InfoStat (Di Rienzo et al., 2018), mediante
una interfase amigable de la plataforma R version 3.2.0 (Valbuena et al., 2017), basado en
el paquete nime (Ortiz et al., 2015).
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4.4 Resultados.
4.4.1 Evaluacién de las variables ambientales.

Con relacion a las fluctuaciones de las variables ambientales presentadas en la tabla 4-1,
se observo: Una temperatura ambiental (TA) que fluctud entre 25,83°C y 30,4°C en horas
de la mafiana, con tendencia a incrementarse hasta alcanzar una temperatura maxima de
32,1°C cerca de las 2 p.m. La temperatura en bulbo hiimedo (TBH) fluctu6 entre 24,3°C y
26,7°C en horas de la mafiana, con tendencia a incrementarse hasta las 2:00 p.m. con
temperatura maxima de 26,8°C. La temperatura en globo negro (TGN), fluctué entre 26,9°C
y 35,9°C en la mafana; hasta alcanzar una maxima de 37,6 °C a las 2:00 p.m. La
temperatura en bulbo humedo naturalmente aspirado (TBHNA), En horas de la mafiana
presenta valores entre 24,0°C y 27,1°C; hasta llegar a su maximo valor a las 3:00 con 27,5.
La humedad relativa (HR) se presentd entre 86,8+0,8 y 68,0+1,4%, el mayor registro fue a
las 7:00 a.m. y fue disminuyendo en el transcurso del dia hasta las 4:00 p.m. La VV en fue
baja, la maxima fue de 0,6 m/segundo en las horas del mediodia (figura 4-2H). La PR, PA

y VV presenta poca fluctuacién durante todo el periodo evaluado (figuras 4-2 E, G y H).

Tabla 4-1. Evaluacién de la temperatura ambiente (TA), humedad relativa (HR),
temperatura de bulbo hiumedo (TBH), temperatura en globo negro (TGN), temperatura en
bulbo himedo naturalmente aspirado (TBHNA), presion atmosférica (PA), punto de rocié
(PR) y velocidad del viento (VV) de Abril a Septiembre*.

HORA TA(°C) HR (%) TBH (°C) TGN(°C) TBHNA(°C) PA(Hg) PR (°C) WV (mIs)
7:00 25,8+0,2 86,8+0,8 24,3+0,2 26,9+0,3 24,0+0,2  29,0+0,10 23,6+0,2 0,12+0,03
8:00 26,4+0,3 87,8+0,8 24,8+0,2 28,605 24,802  28,9+0,20 24,3+0,2 0,17+0,04
9:00 28,1+0,4 832+1,3 257402 32,3+0,7 26,0+0,3  29,0+0,10 24,9+0,2 0,32+0,04
10:00 29,5+0,4 78,6+1,2 26,3+0,2 34,9+0,8 27,1+0,4  28,9+0,20 254+0,2 0,38+0.05
11:00 30,4+0,3 74,7+1,4 26,6+0,2 359+0,7 27,1#0,3  29,0+0,10 253+0,2 0,35+0,03
12:00 31,1#0,3 73,213 26,7+0,2 36,6+0,7 27,4+0,3  29,1+0,01 254+0,2 0,57+0.05
1:00 32,0+0,4 705+1,4 26,7+0,2 37,1+0,7 27,3+0,2  29,1+0,02 25,3+0,2 0,55+0.05
2:00 32,1+0,4 68,2+15 26,8402 37,6+0,7 27,4+0,2  29,0+0,02 252+0,2 0,62+0,06
3:00 32,004 685+1,5 266+0,2 36,306 27,5+0,3  28,8+0,10 251+0,2 0,41+0.05
4:00 31,7+0,4 68,0+1,4 26,5+0,2 354407 27,1+0,3  29,0+0,02 2571+0,2 0,39+0.05
5:00 31,2+0,3 69,7+14 26,4402 33,0+05 26,7+0,3  28,8+0,10 24,9+0,2 0,31+0,03

* Promedios y desviacion estandar, de registros ambientales de los de los dias Lunes a Jueves de
los meses de Abril a Septiembre de 2018.
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Figura 4-2: Evaluacién de variables ambientales durante el periodo de abril a

Septiembre de 2018 en una regidn baja de trépico humedo del piedemonte

amazonico.
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Al analizar mensualmente el comportamiento de las variables ambientales se encontr6é que

en el mes de Julio se presentaron los valores mas bajos en todas las horas del dia TA, TBH,
TGN, TBHNA y PR (figura 4-3 A, B, C, D y E). En los meses de agosto y septiembre se

determind la mayor TA en el dia. La temperatura de 34,6°C fue establecida como el registro

mas elevado y fue registrada en agosto a las 1:00 p.m.
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Figura 4-3: Evaluacion de variables ambientales por meses en una region baja de

tropico humedo del piedemonte amazdnico
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El mayor registro de TA se present6 en agosto a las 1:00 p.m. con 34,6°C y en el mes de
Julio se presentaron los mas bajos a las 7:00 a.m. con 24,0 °C (figura 4-3A). El mes de Julio
reporté mayor HR en horas de la tarde de 12 m a 5 p.m.; la hora de mayor reporte fue a las
8:00 a.m. del mes de junio con (91%); Agosto fue el mes que reporté el menor dato con
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57% a las 3:30 p.m.; (figura 4-3F). La VV es baja y no presentd tendencia definida,

reportandose su mayor valor a las 12:00 m del mes de abril con 0,95 m/seg (figura 4-3H).

4.4.2 indices relacionados con el estrés calérico.

Los valores del indice de calor (IC) fluctian en horas de la mafiana entre 29,6 y 38,3,
llegando al maximo de 40,2 ala 1:00 p.m. La temperatura en globo negro himedo (ITGNH)
se presenta entre 24,7 y 29,0 con un maximo de 30,1 a la 1:00 p.m. El indice de temperatura
humedad (ITH) el menor valor fue 76,7 a las 7:00 a.m. incrementa paulatinamente hasta su
méaximo valor 83,9 a la 1:00 p.m. El indice de carga de calor himedad y viento (ICC), el
menor valor se encontré a las 7:00 a.m. con 77,1 y aumento paulatinamente hasta las 2:00
p.m. que expreso su mayor valor 87,5. El indice de humedad en globo negro (IHGN) oscila
en un rango en horas de la mafana de 74,0 a 77,7 y su mayor valor fue de 78,1 presentado
a las a las 12:00 p.m. y 3:00 p.m. El indice de temperatura humedad y viento (ITHV)

presentd su menor valor en 3,9 a las 7:00 a.m. y el mayor con 27,0 a las 2:00 p.m.

Tabla 4-2: indices relacionados con el estrés caldrico: indice de calor (IC), indice
de temperatura en globo negro humedo (ITGNH), indice de temperatura humedad
(ITH), indice de carga de calor himeda y viento (ICC), indice de humedad en globo
negro (IHGN), indice de temperatura humedad y viento (ITHV), indice limite de
trabajo térmico (ILTT) e indice de enfriamiento por viento (IEV), evaluados de Lunes
a Jueves durante los meses de Abril a Septiembre del 2018.

HORA IC ITGNH ITH ICC IHGN ITHV ILTT IEV
7:00 29,6£0,4 24,7+0,2 76,7+0,3 77,1+0,4 74,0+0,2 3,9+0,8 181,2+2,2 79,4+27
8:00 31,1+0,5 25,7+0,3 77,9+0,4 80,0+0,7 75,1+0,3 6,0+1,2 174,4+3,4 73,8+3,3
9:00 34,1+0,7 27,3+0,4 79,8+0,4 84,2+0,9 76,5+0,3 11,8+1,4 165,7+44,8 59,2+4,6
10:00 37,0+0,8 28,5+0,4 81,4+0,4 86,6+0,9 77,8+0,4 152+2,1 151,8+44,6 43,3+4,6
11:00 38,3+0,8 29,1+0,3 82,3+0,4 87,1+0,9 77,7+0,3 14,7+1,4 152,7+4,8 31,2442
12:00 39,0+0,7 29,4+0,3 83,1+0,4 87,4+0,8 78,1+0,3 24,6¥2,4 142,2+3,9 24,3#4,1
1:00 40,2+0,8 29,7#0,3 83,9+0,5 87,4+0,8 77,8+0,3 23,7+2,2 138,2+4,3 13,3%4,9
2:00 39,7#0,6 30,1+0,3 83,7+0,5 87,5+0,9 77,9+0,3 27,0+2,8 136,0+4,2 12,2+4,7
3:00 40,0+0,7 29,5+#0,3 83,5+0,4 85,6+0,8 78,1+0,3 17,4+2,1 139,4+4,1 12,243
4:00 40,0+0,8 28,9+0,3 83,2+0,4 84,3+0,8 77,7+0,3 16,524 142,7+4,2 15,8443
5:00 39,2#0,7 28,3x0,3 82,7+0,3 81,1+0,6 77,2+0,3 12,2+1,4 146,5£3,6 21,1+3,7

El indice limite de trabajo térmico (ILTT) present6 el mayor valor a las 7:00 a.m. con 181,2

y va descendiendo paulatinamente hasta las 3:00 p.m. que presento el menor valor con
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136,0 (figura 4.4 G) y el indice de enfriamiento por viento su mayor valor fue a las 7:00 a.m.

con 79,4 y descendi6 hasta el minimo reportado a las 3:00 p.m. con 12,2 (figura 4-4 H).

Figura 4-4:. Evaluacion de indices que se relacionan con el estrés calorico en
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Al evaluar mensualmente los indices relacionados con el estrés calérico, el mes de Julio
presentd menores valores en IC, ITGNH, ITH, ICC e IHGN (figura4-5A, G, C,DyE) alas
7:00 a.m. (26,9; 23,2, 74,1, 48,0 y 72,1 respectivamente) y en agosto reportoé el menor valor
para ILTT e IHGN (figura 4-5 G y E) entre 12:30 y 1:00 p.m. (118 y 25 respectivamente).
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Los mayores valores para IC, ITH e ICC se presentaron al medio dia (12:30 a 1:00 p.m.) de
Agosto (46,1; 87,1y 73,9 respectivamente) y para ITGN e IHGN se presentaron a las 11:30
a.m. de Abril (31,3 y 80,8 respectivamente). En Julio es presentd los mayores valores para
ILTT e IHGN los 210 y 104 respectivamente en horas de la mafiana (7:00 a 8:30).
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Figura 4-5: Determinacion de indices que estiman el estrés caldrico en sistema de
produccion bovino de tropico bajo humedo del piedemonte amazoénico evaluado
durante los dias de lunes a jueves en los meses de abril a septiembre de 2018.
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4.4.3 Evaluacién del comportamiento etoldgico.

Teniendo en cuenta que las actividades se registraban por animal dentro de los tres tipos

raciales, cada media hora 7:00 am, a las 8:00 am y después cada media hora hasta las
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cinco de la tarde de lunes a jueves desde Abril hasta Septiembre de 2018, esto permite

determinar el promedio (%) de animales dentro de cada grupo racial en la hora requerida.

En la evaluacion del pastoreo al sol se encontré que realizan esta actividad en mayor
proporcién a las 7:00 a.m. En promedio el 77,4%" del ganado Caquetefio pastorea a esta
horay el 77.6%" de los B. indicus, se encontré diferencia significativa (p 0.0179) de estos
dos grupos raciales con los B. taurus que a esta hora pastorean el 72,9%?. La cantidad de
animales que pastoreaban por cada una de las razas fueron disminuyendo hasta las 10:00
am, donde presentaron diferencia significativa entre los tipos raciales (p 0,0009), el
Caquetefio presenté mayor cantidad de animales pastoreando (45,0%"), seguido del B.
indicus (41,6%%) y en menor porcentaje el B. taurus (37,8%%?), esta tendencia de baja
cantidad de animales pastoreando se mantuvo relativamente estable hasta las 2:30 p.m.
donde nuevamente la mayor cantidad de animales Caquetefios y B. indicus pastoreaban
(42,4%" y 45,8%P respectivamente), presentaron diferencias significativas (p 0.0003), con
la cantidad de B. taurus (36,6%%. En las siguientes horas el pastoreo se incrementa
paulatinamente, hasta las 5:00 pm donde fue la dltima hora de muestreo y donde se
encontraron los mayores reportes en el Caquetefio (84,9%") y los B. indicus (85,6%") que
los B. taurus (78,2%?).

En la evaluacion de la rumia al sol a las 7:00 a.m. se presenta en bajo nivel con diferencia
significativa (p 0,0162), entre el promedio del porcentaje de animales Caquetefios (0,3%?)
y B. indicus (0,72) y B. taurus (1,1°). Esta actividad va ascendiendo hasta su maximo nivel
que se presenta a las 9:00 a.m. en el Caquetefio (8,4%%), B. indicus (8,7%% y el B. taurus
(9,3%%), sin presentar diferencia significativa (p 0,7191) entre los tipos raciales (figura 4,6
C). Con relacién a la rumia en la sombra, a las 7:00 a.m. no hubo diferencia entre los grupos
(p 0,3674) y con bajos porcentajes Caqueteiio (1,2%?), B. indicus (0,7%?) y B. taurus (0,9%)
y los mayores valores se presentan a las 2:00 p.m. en Caquetefio (12,5%%), B. indicus

(12,7%%) y B. taurus (14,4%?) sin expresar diferencias significativas (p 0,3285).

A las 8:30 a.m. los animales de cada grupo descansan con la presencia del sol en mayor
proporcion, sin tener diferencia significativa (p 0,1872) entre los Caquetefios (19,0%?), B.

indicus (18,7%?%) y B. taurus (16,2%?) y los menores valores se encontraron a la 1:00 p.m.
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con Caquetefio (9,8%?), B. indicus (9,0%%) y B. taurus (10.3%?) sin presentar diferencia
significativa (p 0,6101). La actividad de descanso en la sombra se presenta en bajo nivel a
las 7:00 a.m. con diferencia significativa (p 0,0016) en Caquetefio (4,2%?%), B. indicus
(6,2%") y B. taurus (7,1%?"), pero el menor valor se encontré a las 4:30 p.m., sin diferencias
(p 0,5471) entre el Caquetefio (3,6%%?), B. indicus (3,8%?) y B. taurus (4,4%?). Esta actividad
la realizaron los animales en mayor proporcion a las 10:30 a.m., presentando diferencias (p
0,0055) entre el Caquetefio (18,6%%), el B. indicus (18,9%?) y el B. taurus (23,6%>).

La actividad que menos se registro fue el de beber agua, donde hubo dos momentos en
que los valores fueron bajos, a las 8:30 a.m. no hubo diferencia significativa (p 0,5799) entre
los Caquetefios (0,09%%), los B. indicus (0,2%?) y los B. taurus (0,2%?) y también es bajo a
las 12:00 m en el Caqueteiio (0,7%b), los B. indicus (0,09%%) y B. taurus (0,9%?). A las 2:00
p.m. se presentaron los mayores registros Caquetefio (1,1%?), B. indicus (1,5%?) y B. taurus
(1,8%%) sin presentar diferencia (p 0,4980).



153

Figura 4-6: Evaluacion del comportamiento etolégico determinando el pastoreo bajo
el sol (pasol), pastoreo bajo la sombra (pasom), rumia bajo el sol (rusol), rumia bajo
la sombra (rusom), descanso bajo el sol (rusol), descanso bajo la sombra (rusom) y
beber (beber) durante los horas del dia (7:00 am a 5:00 pm) de bovinos de la raza
criollo Caquetefio y vacas cruzadas con mayor proporcion de Bos taurus o Bos

indicus.
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Los B. taurus presentaron mayor temperatura superficial (TS) presentando diferencia
significativa, durante todo el dia con el Caquetefio y durante la mayor parte del dia con el
B. indicus (figura 4-7 A). La menor TS se encontro a las 7:00 a.m., en los tres tipos raciales
el Caquetefio (32,8%?), el B. indicus (32,7%?) presentando diferencia significativa (p 0,0037)
con el B. taurus (33,2"). Este parametro se increment6 paulatinamente a medida que
avanzaba la mafiana hasta llegar al valor maximo a la 1:00 p.m. donde se presentaron
diferencias significativas (p 0,0283) entre los Caquetefio (38,27), el B. indicus (32,7%%*) y el
B. taurus (38,5%"), en horas de la tarde se presenta descenso paulatino manteniendo la
misma tendencia hasta las 5:00 p.m., presentando diferencias significativas entre los
Caquetefios y B. indicus con los B. taurus, estos Ultimos siempre expresaron mayor TS.

La frecuencia respiratoria (FR) durante los momentos de muestreo del dia siempre fue
menor en los Caquetefio y B. indicus, presentando diferencia significativa con los B. taurus.
Las menores FR se presentaron a las 7:00 a.m. (242, 242 y 25° rpm respectivamente),
presentando diferencia significativa (p<0,0001). La FR aumentaba paulatinamente
manteniendo la misma tendencia hasta la 1:30 p.m. donde se encontraron los mayores
valores (402, 412 y 45° rpm respectivamente) con diferencia estadistica (p<0,0001) (gréfica
4-7B).

Figura 4-7: Temperatura de la superficie del pelaje (°T) y frecuencia respiratoria de
bovinos de la raza criollo Caquetefio y vacas multirraciales con mayor proporcién

de Bos taurus o Bos indicus.
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4.5 Discusion
45.1 Variables ambientales relacionadas con el estrés cal6rico en
bovinos.

Para analizar el estrés caldrico que presentan los bovinos en un momento determinado, es
indispensable evaluar el comportamiento de los parametros ambientales, analizando las
variables que mas afectan a los animales. Evaluar los cambios climéticos durante el dia 'y
entre los meses, permite estimar su incidencia en la produccion de los forrajes (Villalobos
& Séanchez, 2010) y en las caracteristicas fisioldgicas y etologicas en los animales
(Zimbelman et al. 2009; WingChing & Mora 2015).

La temperatura ambiental (TA), humedad relativa (HR) y la velocidad del viento (VV) son
variables ambientales que influyen en el estrés cal6rico en los animales, porque en su
conjunto afectan el balance térmico (Arias et al., 2008). Las variables relacionadas con la
sensacion térmica como la temperatura ambiental (TA), temperatura en bulbo himedo
(TBH), temperatura en globo negro (TGN) y temperatura en bulbo himedo naturalmente
aspirado (TBHNA), presentan una tendencia similar, donde las menores temperaturas se
presentan en las horas de la mafiana e incrementaban hasta la 2:00 p.m. donde expresaban

su mayor valor y posteriormente comienzan a descender.

La temperatura ambiental (TA) es el factor mas utilizado como un indicador de estrés en las
vacas (Cerqueira et al., 2016). Los bovinos para estar en estado de confort térmico
requieren 5 a 20°C en B. taurus y de 10 a 27°C para B. indicus, temperaturas superiores
generan estrés caldrico (Alzina et al., 2001). En el presente trabajo a las 7:00 a.m. la
temperatura promedio fue de 25,8+0,2°C y a las 9:00 a.m. 28,1+0,4; indicando que desde
las horas de la mafiana hasta las 5:00 p.m. las temperaturas ambientales causan que los
animales estén continuamente con estrés caldrico. Al analizar mensualmente el
comportamiento de las variables ambientales se encontr6 que agosto y septiembre fueron
mas calurosos llegando a temperaturas hasta de 34,6°C. El mes de Julio presenté menores
temperaturas ambientales, siendo el Unico mes que reportd temperaturas inferiores a 25°C
hasta las 8:30 a.m. En términos generales el promedio de la temperatura ambiental en todo
el periodo del dia en los meses evaluados fueron superiores al maximo tolerable por los
bovinos (>25°C) (Echeverri et al., 2018).
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Determinar TGN es valioso, debido a la correlacién con la temperatura corporal y frecuencia
respiratoria (Souza, 2010), porque describe el efecto combinado de la temperatura del bulbo
seco, el movimiento del aire y el calor radiante recibido del ambiente (ASHRAE, 2017) y
permite estudiar el comportamiento de blusqueda de sombra de los rumiantes (Hetem et al.
(2007). La temperatura del bulbo himedo (TBH) y temperatura en bulbo himedo
naturalmente aspirado (TBHNA) son parametros que sirven para estimar los efectos
causados por estrés calérico (Patel et al., 2013); en el presente trabajo se encontré que
TGN es la variable que presentd el mayor registro (37,07°C). La baja velocidad del viento
(VV) demuestra que en la zona de evaluacion el viento no es un factor favorable que ayude

en gran escala en el proceso de termorregulacion por conveccion.

La HR decrecié de manera opuesta al aumento de la TA, confirmando lo planteado por
Huertas (2008). El rango de minimo y maximo (68 y 87% respectivamente) demuestra que
la zona donde se realiz6 la investigacion es humeda, causando que los bovinos presentaran
menor capacidad de disipacién de calor, por la piel y las vias respiratorias, convirtiéndose
en la segunda variable mas importante para estimar el estrés calérico (Reece, 2009). El
mes de Julio reporté mayores niveles de HR en horas de la tarde de 12:00 m. a 5:00 p.m.
El mes de mayo reporté el mayor valor (92%) a las 8:00 a.m. Agosto y septiembre reportaron
menores HR durante todo el dia, hasta el minimo hallado (57%). La HR es determinante
para entender su efecto en el estrés calérico, debido a que acentla las condiciones
adversas cuando la TA supera los 30°C, dificultando la evaporacion del sudor y por ende
su termorregulacion, reduciendo la capacidad de disipar calor tanto de la piel como del
aparato respiratorio del animal (Arias et al., 2012; Nascimento et al., 2006), en el
departamento del Caqueta la HR en promedio es alta (84,2%) por lo tanto la region presenta

un alto potencial para la presencia de estrés calérico en las horas del dia.

En términos generales se evidencia que entre periodos de tiempo evaluados (en este caso
dentro del dia y entre meses) las variables ambientales presentan cambios significativos
(figuras 4,2y 4,3).

Los datos encontrados de TA (25,8°C — 32,1°C), alos 19,2°C — 29,7°C encontrados en zona
tropical (Regalado & Alvarez, 2020), y a los 23 °C (Molina et al., 2016) y se encuentran
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dentro del rango de 28,6 - 32,7 °C reportado por Garcia et al., (2013), hay mayor similitud
con los datos reportados con el ultimo trabajo debido a que también se realiz6 en zona
ecuatorial. En el presente trabajo la HR reporto valores de 68% - 87.8%, las cuales son
superiores a los 70,1% — 80,4% encontradas por Cerqueira et al., (2016) y el 80% reportado
por Molina et al. (2016) y estan dentro del rango de 53,8 - 85,1 (Garcia et al., 2013). En
términos generales se encuentra que los trabajos realizados en zonas tropicales y
ecuatoriales en regiones bajas, las caracteristicas de temperatura ambiental y humedad
relativa son superiores a los 27°C y HR superiores al 68% lo cual genera condiciones
ambientales con potencial para la expresién de estrés calérico en bovinos y la baja
velocidad del viento encontrado en este trabajo (0,12 - 0,62 m/s), el cual es coherente con
lo reportado por Molina et al., (2016) (2,5 m/s) y Garcia et al., (2013) (hasta 2,8 m/s),
limitando la pérdida de calor por conveccion.

4.5.2 indices relacionados con el estrés calérico

La mayoria de los indices inicialmente se usaron para determinar la incidencia de las
caracteristicas climaticas en el rendimiento del ser humano, en la actualidad también se
usan en investigaciones con animales, debido a que se relacionan con el comportamiento
fisiol6gico y etoldgico causado por el estrés calérico. Se encontrd que el indice de calor
(IC), indice de temperatura en globo negro himedo (ITGNH), indice de temperatura
humedad (ITH), indice de carga de calor, humedad y viento (ICC), indice de humedad en
globo negro (IHGN) el indice de temperatura humedad y viento (ITHV), presentan similar
tendencia, bajos datos en horas de la manana (29,6; 24,7; 76,6; 51,4; 740 y 3,9
respectivamente) y los mayores valores al mediodia (40,2; 30,1; 83,9; 67,4; 78,1y 27,0),
los valores reportados demuestran que en esta regiéon de trépico bajo las condiciones

climaticas son adversas al confort térmico en el periodo de 7:00 a.m. a 5:00 p.m.

El indice de calor (IC) se estima en funcién de la temperatura y la humedad relativa, que
proporciona una medida de la transferencia evaporativa y radiante de calor entre un ser
vivo tipico y el entorno, el indice originalmente es una correlacion lineal entre temperatura
y humedad del ambiente (Kim et al., 2006). Segun los resultados de las 7:00 a las 8:00 a.m.
el IC oscilé entre 29,6 y 31,1, exponiendo a los animales a presentar fatiga con una

exposicion prolongada y/o actividad fisica y desde las 9:00 a.m. a las 5:00 p.m. con IC de
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34,1 hasta 40,2 (figura 4-4A) los animales pueden presentar calambres y agotamiento por

calor con exposicion prolongada y/o actividad fisica (Zahid & Rasul, 2010).

El indice de temperatura en globo negro y humedad (ITGNH) usan el punto de rocio (PR) y
la temperatura en globo negro (TGN), como variables para simular lo que puede ser la
sensacion térmica en los animales (Velazco & Rovira, 2012) y asi demostrar el efecto que
tiene los cambios en las variables sobre el comportamiento y fisiologia en animales (Gomes
et al., 2011), en términos generales Zimbelman et al., (2009), reportaron que el ITGNH y el
ITH, presentan similar tendencia en la expresion del estrés calorico, lo cual se evidencio en
el presente trabajo (figura 4-4 B y C). Los valores de ITH siempre fueron superiores a 72,
causando estrés caldrico (figura 4-4C) (Schdller et al., 2013)(L6pez et al., 2016). De las
7:00 a.m. a 8:00 a.m. expresaron valores entre 72-78 generando un nivel de alerta de estrés
caldrico, de las 9:00 a.m. a las 11:00 a.m. y a las 5:00 p.m.; report6 valores de 78-83 que
se considera en peligro y de las 12:00 m a las 4:00 p.m. presentan valores superiores a 83,
es el periodo donde las condiciones climaticas generan un estado de emergencia (Rios et
al., 2013 y Olivares, 2014).

Teniendo en cuenta la escala para ICC planteada por Gaughan et al., (2008), los animales
siempre estuvieron bajo condiciones ambientales calientes (> 77 < 86) y de 10 a.m. a 2:00
p.m. estaban bajo condiciones muy calientes (> 86). El indice limite de trabajo térmico
(ILTT) se cred para estimar el efecto del estrés calérico en humanos expuestos al trabajo
al aire libre, utilizando cinco parametros ambientales (temperaturas de bulbo seco, bulbo
huamedo, temperatura del globo; velocidad del viento y presion atmosférica); segun la tabla
de Chan et al., (2013), los animales de 7:00 a 12:00 m y de 4:00 a 5:00 p.m. con valores
entre 141-220 W/m? requiere que los animales estén aclimatados o adaptados y de 1:00 a
3:00 p.m. por estar entre 115-140 W/m? necesitan estrategias de amortiguaciéon para

sobrepasar el estrés caldrico (figura 4-4G).

El indice enfriamiento por el viento (IEV) fue desarrollado para evaluar el estrés climatico
en condiciones de temperaturas bajo cero (estrés por frio). Se puede definir como la
cantidad de calor que el viento moviliza, para lo cual se utiliza la ecuacién que calcula el

poder de enfriamiento en la atmosfera y en la sombra sin tener en cuenta la evaporacion
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del cuerpo en una superficie abierta. Los valores hallados segun Al-Taai & Saleh, (2017),
de las 7:00 a.m. a las 9:00 a.m. indican que es una zona célida con valores entre 50 y 99 y
desde las 10:00 a.m. hasta las 5:00 p.m. los animales se encuentran por fuera del confort

térmico, clasificada como caliente con niveles entre 0 y 49 (figura 4-4H).

El indice del limite de trabajo térmico (ILTT) y el indice de enfriamiento por viento (IEV) son
inversamente proporcional con la temperatura es decir a mayor temperatura menor es la
capacidad de los animales para realizar actividades que conlleve esfuerzo fisico como
desplazamiento o pastoreo y menor es la capacidad de perder temperatura ayudado por la
poca presencia del viento en la regién en el periodo evaluado (figura 4-5 G y H). Las
tendencias que presentan todos los indices relacionados con el estrés caldrico demuestran
que los animales estan desde las 7:00 a.m. hasta las 5:00 p.m. en riesgo de presentar
estrés calérico y en las horas del mediodia de 11:00 a.m. a 2:30 p.m. los niveles expresados
por los indices muestran que pueden afectar drasticamente al animal (figura 4-5 A, B, C, D,
E, F, GyH).

Determinar un indice relacionado con el estrés calérico evaluando las condiciones
ambientales permite estimar con anterioridad los momentos donde pueda presentarse las
condiciones climéticas que afectaran la produccion y salud de los animales. En las curvas
de tendencias de los indices relacionados con el estrés cal6rico, se encontrd que en todos
los meses desde las horas de la mafiana las condiciones climaticas son altas y propensas
a generar estrés calorico, pero el mes de Julio presenta mayor humedad relativa y menor
temperatura ambiental generando mejores condiciones que los otros meses, mientras que
el mes de Agosto es el mes con valores que indican mayor estrés caldrico, reflejado en los
indices IC, ITGNH, ITH, ICC, IHGN, ILTT e IEV. El tnico indice que no presento diferencias

marcadas entre los meses fue el ITHV.
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4.5.3 Cambios en el comportamiento etolégico como respuesta al
estrés caldrico.

Los bovinos en horas de la mafiana (<8:00 a.m.) y finalizando la tarde (=4:00 p.m.) se
dedican mayoritariamente al pastoreo, las curvas de tendencia indican que los bovinos
realizan el pastoreo en horas de la madrugada hasta primeras horas de la mafiana y bien
avanzada la tarde hasta las horas de la noche (Petryna & Bavera, 2002; Valdés et al., 2006),
entre las 10:00 a.m. a las 2:30 p.m. se disminuye el pastoreo y se incrementa entre mas se
aleje del medio dia donde la temperatura ambiental es mayor. Los criollos Caquetefios
pastorearon durante mayor tiempo, presentando diferencia significativa (p<0.05) con los
animales B. taurus durante todo el dia, mostrando que cuando aumentaba la temperatura
ambiental la diferencia entre estos tipos raciales era mayor. Cuando se comparo el pastoreo
en el grupo de los B. indicus con el grupo de Criollo Caquetefio, solo present6 diferencia
significativa (p<0.05) desde las 11:00 a.m. hasta las 12:00m (figura 4-6 A). Estos resultados
podrian ser explicados desde la composicion genética de los criollos Caquetefios que le da
mayores condiciones de adaptacion, tolerando mejor las condiciones climéticas adversas.
Los animales cruzados con mayor influencia de los B. taurus durante las horas del dia de
7:00 a.m. a 5:00 p.m. consumen menos alimento al compararlos con animales cruzados
que tienen mayor incidencia del B. indicus y los Caquetefios, lo que permitiria pensar que
este tipo de animales debe tener mayor actividad en las horas de la hoche como mecanismo

de compensacion.

Los cambios climaticos en la temperatura ambiental afectaron en menor grado al
Caquetefio, aunque las condiciones ambientales eran similares para todos los grupos
raciales evaluados, los mas afectados fueron los B. taurus, mostrando un menor grado de
adaptacion, lo cual coincide con la observacion de que los grupos raciales menos
adaptados a las condiciones climaticas cambian los requerimientos de nutrientes,
disminuyendo el consumo voluntario de materia seca (Arias et al., 2008; Conrad, 1985;
FONADE & IDEAM, 2013).

De acuerdo con la literatura las altas temperaturas afectan los bovinos menos adaptados al
estrés calorico disminuyendo notoriamente el pastoreo, lo que se observé en el grupo de

los cruces de B. taurus, y esto es debido a que se afecta en mayor nivel la actividad de la
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glandula tiroides que produce las hormonas tiroxina y triyodotironina encargadas de la
termogénesis, que a su vez regula la tasa de paso de los alimentos (Habeeb, 1992). Otro
aspecto que podria aportar a explicar la disminucién del pastoreo en las horas de mayor
calor, es el hecho de que el procesamiento de la materia seca aumenta la produccion de
energia metabdlica resultado de la fermentacion microbiana y procesos digestivos;
fendmeno conocido nutricionalmente como incremento térmico; el cual aumenta cuando los
animales se alimentan con forrajes fibrosos de baja calidad; por eso la tendencia en estas
condiciones ambientales es un comportamiento que permita una compensacion para nivelar
su temperatura y recuperar su confort, minimizando su metabolismo y disminuyendo la

termogénesis (Mejia, 2014).

Cuando los bovinos presentan un proceso de estrés calérico disminuyen el consumo de
alimento y aumentan el consumo de agua para incentivar el mecanismo de evaporacién y
asi incrementar la disipacion del calor. Adicionalmente buscan lugares frescos y
sombreados donde descansar o rumiar (Badillo, 2018; Carmona et al., 2013). Sin embargo,
ubicarse bajo el dosel de un arbol para aprovechar la sombra, ayuda a disminuir la
temperatura; pero simultaneamente aumenta la HR, agudizando el efecto de estrés

causado por la alta temperatura (Jose et al., 2004 y Garcia et al., 2013)

El aumento de la temperatura ambiental incrementa la temperatura corporal de los animales
(Pérez et al., 2008; Suarez et al., 2012), pero esta respuesta esta influenciada por el grado
de adaptacion que tenga el tipo racial (Betancourt et al., 2003). Por eso la TA es la principal
medida climatica utilizada para estimar el estrés (Da Silva, 2006). En el presente estudio
las condiciones de estrés climatico afectaron en mayor medida la actividad de pastoreo al
sol, lo cual coincide con lo reportado por Dorvilus (2018), donde evalué vacas Holstein y
cruzadas en México. El evaluar las caracteristicas climaticas y los indices relacionados con
el estrés calorico permitié determinar que el pastoreo esta influenciado negativamente por
la temperatura ambiental, tal como lo planteo Pérez et al. (2008) en evaluacion de toros

encastados entre Pardo Suizo y Cebu en México.

Otro aspecto que pudo haber incidido en la disminucion del consumo de alimento en el

grupo de bovinos procedentes de cruces con mayor tendencia de B. taurus, fue su pelaje
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de color negro, debido a que la tonalidad afecta los procesos de termorregulacién, de tal
manera que entre mas oscuro sea el color de la superficie tegumentaria menor seré el grado
de emisividad cal6rica (Aralz, 2017). EI comportamiento de los B. taurus cuando aumenta
la temperatura ambiental y la humedad relativa por encima de los niveles de confort, es la
busqueda de &reas sombreadas para recuperar su estado de confort, para, pastorear,
rumiar o descansar (figura 4-6 B, D y F) (Carmona et al., 2013). Los B. taurus para intentar
compensar sus bajos consumos de alimento en sol, incrementa el consumo en la sombra,

siendo mayor que los B. indicus y los Caquetefios (figura 4-8 B).

Figura 4-8: Grafico de estrella en la evaluacion de las actividades etoldgicas entre

los criollos Caqueteiios, cruces multirraciales de tendencias hacia Bos taurus o Bos

indicus.
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Los bovinos Caquetefios presentaron mayor pastoreo, rumia y descanso bajo los rayos
directos del sol (figura 4-8 A), demostrando que toleran las condiciones de estrés calérico

mejor que los B. indicus y los B. taurus. El tipo racial més afectado por las condiciones
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climaticos fue los B. taurus, disminuyendo las actividades bajo la influencia del sol,
principalmente el pastoreo (figura 4-8B) e incrementando la bebida de agua y la busqueda

de la sombra donde descansaba y rumiaba.

De los tres grupos raciales, los bovinos criollos Caquetefios son los que mayor tiempo
pastorean, rumian y descansan en el sol (figura 4-8A). Este comportamiento demuestra que
son animales adaptados a soportar las adversidades del clima presentadas en la region de
tropico bajo, en especial las altas temperaturas ambientales y humedad relativa, similar
tendencia presentan los B. indicus (figura 4-8C).

4.5.4 Variaciones en latemperaturasuperficial y frecuenciarespiratoria
como respuesta al estrés calorico.

Las variables fisiolégicas que permiten estimar la respuesta al estrés cal6rico son la
frecuencia respiratoria y temperatura superficial, los cambios en estos parametros
fisiologicos sirven para medir el nivel de confort o estrés animal y la capacidad de

adaptacion a ambientes adversos (Hemsworth et al. 1995).

La temperatura superficial (TS), presentd los menores datos en los Caquetefios, B indicus
y B. taurus a las 7:00 a.m. (32,72?; 32,832 y 33,15 respectivamente) y los mayores a la
1:00 p.m. (38;21%; 38,372 y 38.50" respectivamente), estos Ultimos son superiores a los
reportados por Santos et al., (2005), en Nelore (34,93°C) y la raza criolla Pantaneira
(35,32°C) o a las reportadas por Cardoso et al., (2016) en Nelore y Pantaneiro (36,45°C y
36,67°C) e inferiores a las temperaturas rectales en las mismas razas (39,43°C y 39,05°C
respectivamente). Las diferencias con la temperatura superficial halladas con Santos et al.,
(2005) y Cardoso et al., (2016) se debe a que en las regiones donde ellos evaluaron los
animales no estaban bajo el efecto de estrés calérico. Los datos reportados se encuentran
dentro del rango (35,7+0,13°C — 38,5%£0,13°C), reportado por Olivera Atenssia & Lezcano
Bollini (2019).

La TS en el presente trabajo ratificé lo encontrado por Olivera & Lezcano (2019), la

temperatura superficial del pelaje de los bovinos presenta variacién muy relacionada con la
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temperatura ambiental, permitiendo concluir que el incremento de la TS esta mas

relacionada con los cambios en temperatura ambiental y no con los procesos metabdlicos.

Las altas temperaturas generaron cambios fisiol6gicos, como el aumento en la tasa de
respiracion y la frecuencia respiratoria para perder calor y mantener el balance térmico
(Silanikove, 2000). Las temperaturas ambientales y humedades relativas siempre fueron
superiores a 27°Cy 70% respectivamente, son las maximas tolerantes en zona de confort
ambiental para los animales (Alzina et al. 2001), datos superiores generan estrés caldrico
en los bovinos, indicando que en esta investigacion los animales siempre estuvieron en
condiciones climaticas que superaban el maximo planteado, que generaron estrés calorico.
Celmira et al. (2011), reporta que los B. taurus presentan mayor frecuencia respiratoria, lo
cual fue ratificado en el presente trabajo donde se encontr6 diferencia significativa (p<0.05)
con los B. indicus y los criollos Caquetefios, uno de los factores que puede ayudar a explicar
este fendmeno es que los B. taurus presentaban pelaje negro y los B. indicus y criollo
Caquetefio pelajes blancos y colorado claro respectivamente, segin Brown-Brandl et al.
(2006), las razas con pelajes oscuros presentan mayor frecuencia respiratoria y

temperatura superficial que los animales con pelajes claro.

Los menores registros de FR en los Caquetefios, B. indicus y B. taurus se presentaron a
las 7:00 a.m. (23,8?%; 23,92y 25,1°> p.m. respectivamente), durante las horas de la mafana
seguian incrementando hasta la 1:30 (402, 412 y 45 p.m. respectivamente) (grafica 3-7B).
Los datos encontrados son menores a los reportados en la literatura cuando los animales
presentan ITH de 78 criollos Chinampos a 46 p.m., Charolais x Brahman 48,2 p.m.; Holstein

69,6 p.m. y Jersey 67,9 p.m. (Espinoza et al., 2011).

Cuando los animales se encuentran en estado de confort térmico, la frecuencia respiratoria
(FR) por minuto varia dependiendo del tipo racial y las diferencias se agudizan cuando los
animales estan en estrés caldrico. Como los planteé Espinoza et al. (2011), al evaluar
animales criollos Chinampos, cruces entre Charolais x Brahman, razas puras Holstein y
Jersey, demostrando que los criollos y los cruces presentaban FR menores que los de las
razas taurinas en ITH superiores de 78. Esto demuestra que la FR es una variable Gtil para

evaluar el estrés calérico en los bovinos y es sensible para determinar diferencias entre
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razas o grupos raciales. Lo cual se ratific en el presente trabajo donde la FR siempre fue
menor en los criollos Caquetefios, seguido de los cruces B. indicus mientras el grupo B.
taurus presento los reportes mas altos. Estas diferencias en las frecuencias respiratorias
en B. taurus durante todo el dia son estadisticamente significativas (p<0.05) con respecto

a los otros grupos.

El aumento de la frecuencia respiratoria se presenta como un mecanismo de
termorregulacion que ayuda a bajar la temperatura debido que se aumenta la evaporacion
de agua porque se humedecen las vias respiratorias (Olivera Atenssia & Lezcano Bollini,
2019).

4.5.5 Analisis del comportamiento etolégico y cambios fisioldgicos en
los bovinos.

En el analisis de componentes principales (ACP) se obtuvieron 6 grupos, los cuales
explicaron el 95,4% de la varianza total, pero los tres primeros componentes principales CP
explicaron el 78% de la variacion total (tabla 4-3), el CP1 explico en 52,2% la variabilidad
gue se identific6 como variables fisiologica y del comportamiento rumia en la sombra, el
CP2 (16.4%) se reconocié como el componente que identific el comportamiento etolégico,
el CP3 (9,4%) se reconocié como edad de los animales.

Tabla 4-3: Matriz de componentes principales de las actividades de comportamiento

etolégico de bovinos criollo Caquetefio, tipos raciales B. taurus y B. indicus.

Variables CP1 CP2 CP3 CP4 CP5 CP6
Pastoreo sol -0,4 0,13 -0,12 -0,12 -0,21 0,1
Pastoreo sombra 0,4 -0,06 0,03 -0,15 -0,04 0,06
Rumia sol -0, -0,56 0,19 0,36 -0,46 0,19
Rumia sombra 0,37 -0,1 0,15 0,04 0,23 -0,44
Descanso sol -0,2 -0,38 0,24 0,36 0,66 0,16
Descanso sombra 0,4 0,11 -0,01 0,02 0,07 -0,1
Beber 0,16 0,18 -0,44 0,75 -0,21 -0,15
Temperatura superficial 0,36 -0,03 0,003 -0,12 -0,11 0,7
Frecuencia respiratoria 04 -0,03 0,09 0,15 0,04 0,23
Edad -0,002 0,33 0,81 0,15 -0,31 -0,14
Genética -0,13 0,59 0,08 0,27 0,29 0,37

Varianza (%) 52,2 9,4 8,3 5,8 3,3 16,4



166

Acumulado (%) 52,2 68,6 78 86,3 92,1 95,4

El componente uno representa las variables reconocidas como fisiolégicas temperaturas

superficiales, frecuencia respiratoria se relacionan positivamente con las variables
etologicas descanso y rumia en la sombra, indicando que son las principales actividades
que realizan los animales cuando se eleva la TS y FR, algo contrario se presenta con la
variable pastoreo sol con quienes tienen relacion negativa, es decir que a mayor TSy FR

los animales disminuyen esta actividad.

Figura 4-9: Biplot de variables etologicas de bovinos de la raza criolllo Caquetefio

y tipos raciales B. taurus y B. indicus.
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En el Biplot de las variables de comportamiento etoldgico, las variables de respuesta
fisiolégicas, la edad y los grupos raciales (figura 4-9), evidencia agrupamiento cercano
entre los bovinos criollos Caquetefios y B. indicus, estos a su vez presentan un mayor
distanciamiento con los B. taurus. Los mayores valores de la frecuencia respiratoria,
temperatura superficial y las actividades desarrolladas en la sombra (pastoreo, rumia y
descanso) estan asociadas a los B. taurus, las actividades que se asocian més a los B.
indicus son la rumia y descanso con sol y la principal actividad desarrollada por los criollos

Caquetefios es el pastoreo al sol.
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El distanciamiento de los B. taurus (figura 4-9) evidencia la diferencia marcada en el
comportamiento y en las respuestas a las variables fisiolégicas con los Caquetefios y B.

indicus.

45.6 Analisis de correlaciones entre variables asociadas al estrés
caldrico.

Al analizar la temperatura superficial del pelaje de los animales (TS), se encontré que
presentd relacion positiva con TBH, ITHV, TBHNA, ITH, IHGN en un nivel moderado (<0,69)
y con TA, TGN, IC, ITGNH, ICC en un alto nivel (0,70 y 0,89) y correlacion negativa con
HR, ILTT e IEV en un nivel moderado (<-0,69). La TS es una variable sensible ideal para
evaluar el estrés cal6rico demostrado en la relacién directamente proporcional con las
variables ambientales TGN, TA, TBHNA, PR, TBH, donde se destacan los altos valores de
las dos primeras (0,73 y 0,72) y con los indices ICC, ITGNH, IC, IHGN, ITH, ITHV, donde
resaltan los valores de los cinco primeros (0,73; 0,72; 0,71; 0,54 y 0,50). La TS presenta
una relacion inversamente proporcional con las variables HR, IEV e ILTT, destacandose
por sus valores las dos primeras (-0.66 y -0.59).

Al analizar la frecuencia respiratoria (FR), presentd relaciéon positiva con VV, PR, TGN,
TBHNA y TBH en un nivel medio (0,25 — 0,49). La FR es una variable sensible ideal para
evaluar el estrés caldrico demostrado en las relacién directamente proporcional con las
variables ambientales VV, PR, TGN, TBHNA y TBH donde se destacan los valores de las
tres primeras (0,42; 0,38y 0,33) y con los indices ITHV, ITGNH, ICC, IHGN, IC e ITH donde
resaltan los valores de los cuatro primeros (0,44; 0,38; 0,32 y 0,32), ademds de una relacion
inversamente proporcional con el indice ILTT, destacandose por su nivel de correlacion (-
0,33).
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Tabla 4-4: Asociacion de variables de comportamiento etolégico pastoreo bajo sol
(Pasol), pastoreo bajo sombra (Pasom), rumia bajo sol (Rusol), rumia bajo sombra
(Rusom), descanso bajo sol (Desol), descanso bajo sombra (Desom), beber,

temperatura superficial (TS) y frecuencia respiratoria (FR)

, B. indicus B. taurus Caquetefio

Variable : , ,
Media D.E. Media D.E. Media D.E.
Pasol (h/dia) 5,39b 0,19 4,75a 0,27 5,61c 0,13
Pasom (h/dia) 0,49b 0,01 0,67c 0,05 0,43a 0,04
Rusol (h/dia) 0,38b 0,01 0,31a 0,03 0,33a 0,04
Rusom (h/dia) 0,72b 0,08 0,88c 0,11 0,65a 0,04
Desol (h/dia) 1,27b 0,08 1,12a 0,06 1,23b 0,09
Desom (h/dia) 1,62a 0,08 2,09b 0,09 1,62a 0,06
Beber (h/dia) 0,03a 0.00 0,04b 0,01 0,038ab 0,01
TS (7:00am) 32,72a 0,09 33,15b 0,09 32,83a 0,09
FR (7:00am) 23,91a 0,17 25,08b 0,17 23,80a 0,11
TS (1:00 pm) 38,40a 0,12 38,70b 0,08 38.10a 0,08
FR (1:00pm) 40,70a 0,31 47,01b 0,67 39,5a 0,65

Las variables de comportamiento etolégico pastoreo bajo sol (Pasol), pastoreo bajo sombra (Pasom), rumia bajo sol (Rusol),
rumia bajo sombra (Rusom), descanso bajo sol (Desol), descanso bajo sombra (Desom) es la distribucién del tiempo de estas
actividades durante el dia, datos obtenidos de la evaluacion de los meses de Abril a Septiembre observando a los animales.
La frecuencia respiratoria y temperatura superficial se evaluaron las horas 7:00 am por ser de baja temperatura ambiental y

ala 1:00 pm por ser presentar la mayor TA.

Los criollos Caquetefios pastoreando bajo el sol (5,61 h/dia), present6 diferencia
significativa (p<0,05) Con el B. indicus (5,39 h/dia) y con el B. taurus (4,75 h/dia). El criollo
Caquetefio era el menos afectado por la presencia del sol. Los cruces donde predominaban
los B. taurus como mecanismo de compensacion eran los que mas tiempo dedicaban a
pastorear en la sombra (0,88 h/dia), presentando diferencias significativas (p<0,05) con los
Caquetefio (0,43 h/dia) y B. indicus (0,49 h/dia).

En la Rumia el que mas realizaba esta actividad bajo el sol (Rusol) fueron los B. indicus
(0,38 h/dia), presentando diferencias con los Caquetefios (0,33 h/dia) y B. taurus (0,31
h/dia). La rumia en la sombra es otra actividad que realizaron por mas tiempo los B. taurus
(0,88 h/dia), presentando diferencias significativas con los B. indicus (0,72 h/dia) y con los
criollos (0,65 h/dia).
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El descanso bajo el sol lo realizaron en mayor proporcién sin presentar diferencias
significativas entre los B. indicus (1,27 h/dia) y los Caquetefios (1,23 h/dia), pero el B. taurus
se diferencid significativamente con un menor valor (1,12 h/dia). En el descanso en la
sombra volvié el B. taurus a realizarlo en mayor proporcién (2,09 h/dia), presentando
diferencias significativas con el B. indicus (1,62 h/dia) y el Caquetefio (1,62 h/dia).

El tiempo que los animales destinan a tomar agua el B. taurus y el B. indicus presentaron
diferencias significativas (0,04 y 0,03 h/dia respectivamente) y el Caquetefio (0,038 h/dia).

En Términos generales el B. taurus dedico mayor tiempo a realizar las actividades bajo la
sombra (3,64 h/dia), seguido del B. indicus (2,83 h/dia) y el que menor tiempo estuvo bajo
la sombra fue el Caquetefio (2,7 h/dia), por lo tanto, el B. taurus era el mas afectado por la
presencia de los rayos del sol. Si se analizan los resultados teniendo en cuenta la sumatoria
de las actividades realizadas bajo el efecto de los rayos del sol (pastoreo, rumia y
descanso), se encuentra que el Caquetefio es que mas tiempo esta bajo el sol (7,17 h/dia)
seguido delo B. indicus (7,04 h/dia) y el que menos tiempo se expone a los rayos solares
son los B. taurus (6,18 h/dia).

Al analizar las temperaturas superficiales (TS) y frecuencias respiratorias (FR) en la hora
de mayor temperatura ambiental (1:00 pm) el que menor valor presenta es el Caquetefio
(38,10°C y 39,5 rpm respectivamente), no presentd diferencias significativas con el B.
indicus (38,4°C y 40,7 rpm respectivamente), pero si se presentd diferencias significativas

con el B. taurus (38,7°C y 47,01 rpm respectivamente).



Psol
Psom
Rsol
Rsom
Dsol
Dsom
Beb
TS
FR
TA
HR
TBH
TGN
TBHNA
PA
PR
vV

ITGNH
ITH
ICC
IHGN
ITHV
ILTT
IEV

Tabla 4-5:
Psol  Psom
1

0,23 1
-0,19 -0,25
-0,22 0,09
-0,2 -0,39
-0,53 0,19
-0,16 0,1
0,06 0,13
-0,33 0,26
0,14 0,25
-0,2 -0,2
0,02 0,22
0,04 0,32
-0,02 0,2
0,002 0,21
-0.05 0,36
-0.05 0,15
0,14 0,28
0,02 0,35
0,07 0,28
0,04 0,32
-0,03 0,24
-0,04 0,21
0,09 -0,35
-0,15 -0,28

Matriz de correlaciones de variables fisiologica, etoldgicas, ambientales e indices de estrés caldrico.

Rsol

-0,38
0,55
-0,3
-0,25
-0,43
-0,27
-0,6
0,47
-0,33
-0,57
-0,3
-0.05
-0,33
-0,13
-0,6
-0,55
-0,49
-0,57
-0,32
-0,21
0,4
0,53

Rsom Dsol
1

049 1
0,12 -0,47
0,08 -0,07
0,06 -0,27
0,23 -0,16
019 -05
-0,15 0,44
0,04 -0,22
0,27 -0,53
0,07 -0,32
-0,06 -0,02
0,08 -0,25
0,18 -0,12
0,18 -0,5
0,24 -0,51
0,12  -0,37
0,27 -0,54
0,08 -0,33
0,22 -0,22
-0,22 041
-0,14 0,45

Dsom Beb
1

0,18 1
025 0,24
0,33 0,26
029 0,22
-0,2 -0,12
0,18 0,17
035 0,25
031 012
-0,01 -0,04
0,18 0,23
0,02 0,04
0,3 0,24
0,33 0,23
0,23 0,16
0,35 0,25
0,31 0,15
0,09 0,08
-0,3 -0,44
-0,25  -0,17

TS

0,39
0,72
-0,66
0,42
0,73
0,52
0,07
0,43
0,25
0,71
0,72
0,5
0,73
0,54
0,34
-0,38
-0,59

FR

1
0,16
0,01
0,25
0,33
0,28
0,12
0,38
0,42
0,25
0,38
0,25
0,32
0,32
0,44
-0,33
-0,13

TA HR
1

-09 1
0,59 -0,46
0,88 -0,77
0,58 -0,46
0,01 -0,06
0,47 -0,13
0,1 -0,08
093 -0,75
0,87 -0,69
0,67 -0,52
0,89 -0,77
0,6 -0,43
0,23 -0,2
-0,56 0,37
-0,86 0,77

TBH TGN TBHNA PA

0,56
0,77
0,03
0,47
0,11
0,61
0,62
0,43
0,57
0,77
0,2
-0,47
-0,48

0,66
0,1
0,52
0,36
0,87
0,96
0,56
0,98
0,68
0,51
-0,55
-0,69

0,03
0,54
0,23
0,65
0,69
0,42
0,66
0,99
0,34
-0,47
-0,46

1

0,1
0,31
0,02
0,08
-0,01
0,09
0.05
0,34
0,21
0,003

PR

1
0,29
0,64
0,63
0,46
0,52
0,65
0,37
-0,52
-0,38

\AY%

0,16
0,35
0,1
0,32
0,26
0,98
-0,06
-0,01

IC

0,89
0,66
0,87
0,69
0,29
-0,61
-0,78

ITGNH

0,6
0,96
0,73
0,49
-0,59
-0,69

ITH

1

0,56
0,45
0,18

-0,48
-0,92

ICC

1
0,68
0,48

-0,56

-0,7

IHGN

1
0,37
-0,51
-0,48

ITHV

1
-0,14
-0,12

ILTT

1
0,49

IEV

1
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Psol= pastoreo sol; Psom= pastoreo sombra, Rsol=rumia sol, Rsom=rumia sombra, Dsol= desacano sol, Dsom= descanso sombra y Beb= Bebiendo agua, TS=temperatura superficial,
FR= frecuencia respiratoria, TA= temperatura ambiental; HR= humedad relativa; TBH= temperatura de bulbo himedo; TGN= temperatura en globo negro; TBHNA= temperatura en
bulbo himedo naturalmente aspirado; PA= presién atmosférica, PR= punto de rocid, VV= velocidad del viento, IC = indice de calor, ITGNH = indice de temperatura en globo negro
himedo, ILTT= indice Limite de trabajo térmico, ITH= indice de temperatura humedad, ICC= indice de carga de calor himeda y viento, IHGN= indice de humedad en globo negro,

ITHV= indice de temperatura humedad y viento, IEV = indice de enfriamiento por viento.



4.6 Conclusiones

Las vacas doble propdsito que presentaban mayoritariamente en su conformacion genética
Bos taurus fueron las mas afectadas por las condiciones climéticas, lo que se evidencio al
presentar mayores frecuencias respiratorias (45,5 rpm) y temperatura superficial del pelaje
(38,7°C). La baja adaptacion de este grupo racial disminuyé el tiempo destinado al pastoreo,
bajando el consumo de alimento, lo cual se agudizo en las horas del mediodia (12:00 m.-
1:00 p.m.) donde se incrementaba la temperatura ambiental (32,1°C), Este comportamiento
refleja que el estrés caldrico los afectaba significativamente y para disipar el calor buscaban
lugares sombreados donde descansaban, rumiaban y consumian agua, mientras que los
cruces de mayor tendencia a Bos indicus y en especial los criollo Caquetefios fueron los
mas adaptados. Esta adaptacion se reflej6 en que presentaron menores frecuencias
respiratorias (FR) (40,5°C y 39,0°C respectivamente) y temperaturas superficiales del
pelaje (TS) (38,5°C y 38,0 p.m. respectivamente) y fueron los que mas pastorearon en las

horas de mayor temperatura ambiental.

La temperatura ambiental (TA), humedad relativa (HR) y temperatura en globo negro (TGN),
son variables correlacionadas con la temperatura superficial (TS) y la frecuencia respiratoria
(FR). La TGN representa un parametro ambiental de gran impacto para determinar el estrés
caldrico en los bovinos. Los indices de carga de calor (ICC), temperatura en globo negro
himedo (ITGNH), indice de calor (IC), indice humedad en globo negro (IHGN), indice de
temperatura humedad (ITH), indice de temperatura humedad y viento (ITHV) e indice limite
de trabajo térmico (ILTT) presentaron correlaciones con las variables de respuesta
frecuencia respiratoria (FR) y temperatura superficial del pelaje (TS), los de mayor relacién
fueron ITGNH, ICC, IHGN.



ANEXO 1: Evaluacién de las variables ambientales en las horas del dia.

. 7:00 8:00 9:00 10:00 11:00 12:00 1:00 2:00 3.00 4:00 5:00
Variable Prom+zEE PromzEE PromzEE PromzEE PromtEE PromzEE PromzEE PromtzEE PromzEE PromzEE PromzEE
ABRIL
TA 253 05 27 09 28 07 29 06 309 05 30 05 3111 32 06 33 1 32 0,7 30,6 05
HR 90,2 21 90 28 88 27 8 23 764 23 77 22 738 3 70 43 66 49 68 29 735 26
TBH 239 0,2 25 05 26 04 27 02 275 03 27 03 268 05 27 05 28 05 27 0,3 269 0,3
TGN 265 04 32 19 33 16 37 15 384 13 38 2 39 2 41 19 40 1,7 38 19 335 1
TBHNA 239 03 27 06 27 06 28 04 296 0,7 29 0,7 281 0,7 28 08 28 06 28 05 27,7 1,2
PA 288 0,3 29 O 29 05 28 0,7 282 09 29 01 291 0129 01 29 01 29 0,1 289 0,1
PR 235 0,2 25 06 26 03 26 03 262 02 26 02 252 06 26 04 26 04 26 04 252 05
\AY 01 01 04 01 05 02 06 02 06 011 01 08 02 08 02 07 02 08 02 04 01
MAYO
TA 257 03 26 06 28 09 29 09 298 08 30 0,7 311 05 32 07 32 05 32 06 308 05
HR 89,7 1,2 90 14 8 22 8 31 775 36 77 24 74 18 71 24 71 21 69 28 715 3.2
TBH 244 0,2 25 05 26 06 27 05 271 04 27 04 273 02 28 02 27 03 27 03 27 03
TGN 276 0,7 29 12 33 1,7 36 19 356 1,7 37 14 378 11 39 14 37 11 36 16 34 11
TBHNA 24,2 03 25 05 26 06 29 13 273 06 28 05 281 04 28 05 28 06 28 0,7 273 0,3
PA 288 03 28 05 29 O 29 06 288 03 29 01 2912 0 29 O 29 03 29 O 29 01
PR 244 06 25 04 25 05 26 04 259 04 26 03 26 02 26 02 26 03 26 03 26 05
vV 02 0102 01 04 01 04 01 03 0108 02 08 0107 02 03 01 04 01 05 02
JUNIO
TA 254 03 26 03 28 04 29 04 302 04 32 08 314 08 32 09 32 05 32 06 312 04
HR 885 1 91 09 8 19 8 18 77 22 73 34 743 34 72 38 72 33 72 35 731 34
TBH 243 02 25 02 26 04 26 03 268 02 28 04 271 04 27 03 27 04 26 04 269 04
TGN 26,1 03 27 06 30 08 33 15 349 17 36 15 365 2 36 19 36 1,3 34 14 329 09
TBHNA 23,7 0,2 24 03 26 04 27 05 27 06 28 09 273 05 28 04 28 0,3 27 03 269 0,6
PA 291 0 29 O 29 06 29 O 291 0 29 O 291 0 29 O 28 06 29 O 28 0,7



PR 236 02 24 02 25 04 26 03 257 02 26 05 26 04 26 04 26 04 26 05 256 05
wW o o o OoO 03 01 03 01 03 0106 01 02 01 04 01 04 01 02 01 02 01
JULIO
TA 241 05 25 06 25 1 26 1 28 14 29 12 282 12 29 16 28 1,1 27 11 274 09
HR 89,2 23 88 25 87 42 8 38 774 48 77 47 779 48 78 5 80 42 80 41 811 39
TBH 233 05 23 03 24 04 24 03 245 07 24 06 246 06 25 06 24 05 24 05 237 04
TGN 249 1,1 25 13 28 19 30 2 31,3 22 32 23 31,7 21 30 18 29 16 29 1,3 27,1 11
TBHNA 225 03 23 04 24 11 24 06 244 06 24 07 249 07 24 07 25 06 24 05 234 05
PA 202 0 29 0 29 0 29 03 292 0 29 0O 292 0 29 0O 29 0O 29 0 291 0
PR 223 02 22 02 23 06 23 03 232 06 23 05 234 06 24 05 23 04 23 05 233 05
wW 02 0101 01 04 02 04 02 04 01 02 01 04 01 05 01 02 01 05 01 02 0,1
AGOSTO
TA 26,8 05 27 05 29 07 31 07 315 04 32 05 346 08 34 05 34 08 33 06 334 07
HR 828 15 8 15 78 34 71 25 701 21 67 21 602 22 58 24 60 32 59 26 591 29
TBH 251 04 25 03 26 04 27 04 266 02 27 02 271 04 26 03 27 04 26 03 264 03
TGN 284 09 30 12 34 15 36 15 367 1,1 39 12 386 1,3 40 11 38 1,3 37 12 341 08
TBHNA 248 04 25 04 26 04 27 06 268 03 28 02 273 04 27 04 28 08 28 07 272 06
PA 280 02 29 0 29 0 29 0 291 0 29 0O 2910 29 0O 29 0O 29 0 29 O
PR 241 04 25 04 25 04 26 04 253 03 26 03 251 04 24 05 24 06 24 05 239 04
Y, o1 0 01 01 02 01 03 01 03 01 05 01 05 01 08 02 04 01 02 01 03 0,1
SEPTIEMBRE
TA 26,6 07 27 08 30 1,1 31 11 3151 32 1 339 1 34 08 33 08 33 09 325 07
HR 829 22 8 22 78 36 76 31 71,7 39 71 37 679 33 65 28 63 26 65 3 66 24
TBH 243 04 25 04 26 05 27 05 268 05 27 06 269 06 27 04 27 04 28 04 272 03
TGN 268 07 28 11 33 1,8 36 22 382 2 37 19 377 1,7 39 15 37 15 37 14 345 09
TBHNA 243 04 25 06 27 07 27 08 27,7 06 27 06 274 05 28 04 28 09 27 04 27,1 04
PA 201 0 29 06 29 0 29 0 291 0 29 0 291 01 29 01 29 01 29 01 289 0
PR 234 03 24 04 25 03 26 04 253 04 25 04 253 03 26 03 25 04 26 04 253 03
wW 01 0101 01 02 01 03 01 03 0105 01 06 01 05 01 05 01 04 01 03 01

174
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TA=temperatura ambiental; HR= humedad relativa; TBH= temperatura de bulbo himedo; TGH= temperatura en globo negro; TBHNA= temperatura

en bulbo humedo naturalmente aspirado; PA= presién atmosférica, PR= punto de rocié y VV= velocidad del viento



ANEXO 2: indices de estrés calorico en las horas del dia.
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) 7:00 8:00 9:00 10:00 11:00 12:00 1:00 2:00 3:00 4:00 5:00
Variable PromzEE  PromzEE Prom+EE PromzEE Prom+EE PromtEE PromzEE  PromzEE PromzEE PromzEE PromzEE
ABRIL
TA 253 05 27 0,9 281 0,7 294 0,6 30,9 05301 05311 1 315 0,6 32,9 1 32 0,7 306 0,5
HR 90,2 2,1 90,2 28 879 2,7 82 23 76,4 23 771 22 738 3 698 4,3 65,7 49 68,1 29 735 26
TBH 239 0,2 254 05 264 04 27 0,2 275 03 269 03 268 05 269 0,5 27,8 0,5 27,1 0,3 269 0,3
TGN 26,5 04 31,6 1,9 33 16 36,8 15 384 13 384 2 39 2 4 1,9 395 1,7 38,2 19 335 1
TBHNA 239 0,3 26,5 0,6 269 0,6 284 0,4 29,6 0,7 288 0,7 281 0,7 283 0,8 28,4 0,6 28,2 0,5 27,7 1,2
PA 288 0,3 29,1 0 287 05 284 0,7 28,2 09 291 01 29,1 0,1 2838 0,1 28,8 0,1 28,8 0,1 289 0,1
PR 235 0,2 252 0,6 258 0,3 26 0,3 26,2 02 259 0,2 252 0,6 26,1 0,4 26,4 0,4 255 0,4 252 0,5
\AY 0,1 01 04 0,1 0,5 0,2 0,6 0,2 0,6 01 1 0,1 0,8 0,2 0,8 0,2 0,7 0,2 0,8 0,2 04 0,1
MAYO
TA 25,7 0,3 26,3 0,6 279 09 294 0,9 29,8 08 302 0,7 31,1 05 321 0,7 31,7 0,5 31,6 0,6 30,8 0,5
HR 89,7 1,2 90,1 1,4 861 2,2 80,2 3,1 775 36 772 24 74 18 714 2,4 70,6 2,1 69,3 28 715 3,2
TBH 244 0,2 251 0,5 259 0,6 26,5 0,5 271 04 26,7 04 27,3 0,2 27,6 0,2 27 0,3 27,1 0,3 27 0,3
TGN 276 0,7 29 1,2 333 1,7 358 19 35,6 1,7 37 14 378 1,1 38,7 1,4 36,5 1,1 36,4 16 34 11
TBHNA 24,2 0,3 25,2 0,5 259 0,6 28,6 1,3 27,3 06 278 05 281 04 284 0,5 28,1 0,6 27,9 0,7 27,3 0,3
PA 28,8 0,3 284 05 291 0 286 0,6 28,8 03 291 01 291 0 29 0 286 0,3 29 0 29 0,1
PR 244 0,6 245 0,4 253 0,5 256 0,4 25,9 0,4 26 0,3 26 0,2 26,2 0,2 257 0,3 25,6 0,3 26 0,5
\AY% 0,2 0,1 0,2 01 04 0,1 04 0,1 0,3 0,1 0,8 0,2 0,8 0,1 0,7 0,2 0,3 0,1 04 0,1 05 0,1
JUNIO
TA 254 0,3 25,6 0,3 276 04 29 0,4 30,2 04 316 08 314 0,8 31,8 0,9 315 0,5 31,7 0,6 31,2 04
HR 885 1 914 0,9 872 19 814 1,8 77 22 731 34 743 34 722 3,8 72,1 3,3 72 35 73,1 34
TBH 243 0,2 24,6 0,2 26 0,4 26,3 0,3 26,8 02 275 04 271 04 272 0,3 27 0,4 26,4 0,4 269 04
TGN 26,1 0,3 26,8 0,6 30,2 0,8 334 15 349 1,7 359 15 365 2 357 1,9 355 1,3 34,1 14 329 09
TBHNA 23,7 0,2 24,1 0,3 257 04 265 0,5 27 06 282 09 273 05 27,6 0,4 27,9 0,3 27,4 0,3 269 0,6
PA 291 0 291 0 286 0,6 291 0 291 0 2919 0 291 0 291 0 284 0,6 29 0 28 0,7
PR 236 02 24,1 0,2 252 0,4 256 0,3 25,7 0,2 263 05 26 0,4 25,8 0,4 26 0,4 26,2 0,5 256 0,5
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\AY% 0 0 O 0 03 0,1 0,3 0,1 0,3 0,1 0,6 0,1 0,2 0,1 04 0,1 0,4 0,1 0,2 0,1 0,2 0,1
JULIO

TA 241 05 24,7 06 254 1 264 1 28 14 289 12 282 12 286 16 275 11 273 11 274 09
HR 89,2 23 883 25 866 4,2 849 38 77,4 48 76,5 4,7 779 48 717 5 795 4,2 79,9 4,1 81,1 3,9
TBH 233 0,5 283 0,3 23,7 04 239 0,3 24,5 0,7 243 06 246 06 245 0,6 24,3 0,5 24,2 05 237 04
TGN 249 11 25 1,3 28 19 30,1 2 313 22 315 23 31,7 21 303 1,8 29,4 16 28,5 13 271 11
TBHNA 225 0,3 228 04 244 11 241 0,6 24,4 06 243 0,7 249 0,7 244 0,7 245 0,6 24,1 0,5 234 05
PA 292 0 29,2 0 292 0 289 0,3 29,2 0 292 0 292 0 2972 0 292 0 291 0 291 O

PR 223 0,2 224 0,2 232 06 234 0,3 23,2 06 231 05 234 0,6 235 0,5 23,2 0,4 23,3 0,5 233 05
A% 0,2 0,1 0,1 0,1 04 0,2 04 0,2 04 0,1 0,2 0,1 04 0,1 05 0,1 0,2 0,1 0,5 0,1 0,2 0,1

AGOSTO

TA 26,8 05 27,2 05 292 0,7 31 0,7 315 04 324 05 346 08 335 05 34 0,8 33,3 0,6 334 07
HR 82,8 15 839 15 775 3,4 713 25 70,1 21 673 21 60,2 22 57,7 2,4 60,2 3,2 59,1 26 591 29
TBH 251 04 253 0,3 26,2 04 26,7 0,4 26,6 02 271 02 271 04 264 0,3 26,5 0,4 26,4 0,3 264 0,3
TGN 284 09 301 12 344 15 36 15 36,7 11 388 1,2 386 1,3 40 1,1 38,3 13 37,2 12 341 08
TBHNA 248 0,4 25,2 04 264 04 272 0,6 26,8 0,3 28 0,2 273 04 274 0,4 27,8 0,8 27,5 0,7 27,2 0,6
PA 289 02 29,1 0 291 0 291 0 291 0 2919 0 291 0 291 0 29 0 29 0 29 0

PR 241 04 249 04 252 04 258 0,4 25,3 03 256 03 251 04 241 0,5 24,2 0,6 24,2 05 239 04
\A% 0,1 0 01 0,1 0,2 0,1 0,3 0,1 0,3 0,1 0,5 0,1 0,5 0,1 0,8 0,2 04 0,1 0,2 0,1 0,3 0,1

SEPTIEMBRE

TA 266 07 271 08 295 11 305 11 31,5 1 324 1 339 1 335 0,8 331 0,8 33,2 09 325 07
HR 829 2,2 849 22 77,7 3,6 758 31 71,7 39 705 3,7 679 3,3 652 2,8 634 2,6 64,7 3 66 24
TBH 243 04 249 0,4 26 0,5 26,7 0,5 26,8 0,5 27 06 269 06 274 04 27,1 0,4 27,5 04 272 03
TGN 26,8 0,7 283 11 333 1,8 36 2,2 38,2 2 368 19 37,7 1,7 385 15 371 15 36,6 14 345 09
TBHNA 243 04 25 0,6 266 0,7 27,4 0,8 27,7 06 271 06 274 05 275 0,4 27,9 0,9 27,2 04 271 04
PA 291 0 285 06 291 0 291 0 291 0 2919 0 291 01 289 0,1 29 0,1 28,9 0,1 289 O

PR 234 03 24,2 0,4 247 03 256 0,4 253 04 252 04 253 03 257 0,3 253 0,4 25,6 04 253 0,3
VW 0,1 0,1 01 0,1 0,2 0,1 0,3 0,1 0,3 0,1 0,5 0,1 0,6 0,1 05 0,1 05 0,1 0,4 0,1 0,3 0,1
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