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Resumen
Se evalug el efecto de la suplementacion con 1-2 propanodiol y propionato de Nay
Ca sobre el numero de foliculos antrales y glucosa sérica en cabras alpinas durante
la época natural de reproduccion, utilizando 14 cabras multiparas con un peso
corporal de 46.6 + 4.3 kg y una condicion corporal (CC) de 2.6 + 0.36. Las cabras
fueron alimentadas con heno de alfalfa, agua a libre acceso y se encontraban
estabuladas en corrales abiertos provistos de sombra, ordefiando una vez al dia de
forma manual durante todo el estudio. Las hembras se dividieron en dos grupos
homogéneos en cuanto a peso y CC (n=7). Uno de los grupos de cabras (G-Supple)
recibié 8 ml por cada 20 kg de PV de 1-2 propanodiol 4.00% mas propionatos de
sodio y calcio 11.20% (lipofeed, Prepec, México) via oral una vez al dia por las
mafianas durante 42 dias; mientras que el otro grupo (G-Control) no recibi6
suplementacion. Se evalud el namero total de foliculos antrales (NTFA) mediante
ultrasonografia y los niveles séricos de glucosa. Respecto al NTFA no se
observaron diferencias significativas entre tratamientos (p > 0.05). Por otra parte,
los niveles de glucosa mostraron una diferencia significativa (p < 0.05). Concluyendo
que la suplementacion con lipofeed no mostré ningun efecto sobre el numero de

foliculos totales sin embargo la glucosa si se vio aumentada.

Palabras clave: Suplementacion, Foliculos, Glucosa, Reproduccién, Nutricién



1. Introduccion

El ganado caprino es una de las especies mas importantes dentro de la economia y
sustento de muchas familias rurales, ademas de ser una de las especies mas
explotadas por el hombre debido a su produccién de carne y leche. En México, la
poblacién de caprinos es de 2,994,403 cabezas (INEGI, 2022). La principal produccién
se encuentra en zonas aridas y semiaridas la cual se caracteriza por escasez de lluvia
y alimento; debido a dichas condiciones la explotacién principalmente es en sistema
extensivo y sin suplementacion adicional (Mellado et al., 2020). A su vez una mala
nutricion resulta en una baja produccion de carne, leche o desarrollo y el rendimiento
productivo y reproductivo se ve afectado directamente por esta escasez nutricional
(Flores-Najera et al., 2021). Es por ello que la suplementacién con concentrados o
subproductos en la produccién caprina pueden mejorar dicha actividad
significativamente (Berhane & Eik, 2006; Yahya et al., 2020).

En las cabras el crecimiento de los foliculos ovaricos ocurre en forma de oleadas. Estas
ocurren tanto en la época de anestro como en la época natural de reproduccién. Por
lo general las cabras durante un ciclo estral o un periodo de 21 dias tienen 4 oleadas
foliculares dependiendo de diversos factores como la época, raza, niveles de
progesterona y alimentacién (Menchaca & Rubianes, 2012). Varios articulos han
evaluado el efecto de la suplementacion energética sobre el nimero y diametro de los
foliculos en cabras (Alves et al., 2019; da Silva et al., 2023; Nogueira et al., 2016). El
objetivo de este estudio fue comparar el efecto de la suplementacion con 1-2
propanodiol y propionatos sobre el numero de foliculos antrales y glucosa sérica en

cabras durante la época natural de reproduccion.



1.1. Hipotesis
La hipétesis del presente trabajo fue que la suplementacién con 1-2 propanodiol y
propionatos influye sobre el numero total de foliculos antrales y la glucosa sérica en

cabras durante la época natural de reproduccion.

1.2. Objetivo
Evaluar el efecto de la suplementacion con 1-2 propanodiol y propionatos sobre el
namero de foliculos antrales y glucosa sérica en cabras durante la época natural de

reproduccion.



2. Revision de literatura
2.1.Interaccion nutricién-reproduccion

La nutricion juega dos papeles importantes sobre la funcién ovérica: puede ser
inhibidor a nivel hipotalamico permitiendo o previniendo la ovulacién, y también puede
ser estimulante a nivel ovarico afectando principalmente la tasa de ovulacion
(Scaramuzzi & Martin, 2008). La energia es uno de los nutrientes mas importantes
dentro de la reproduccion, al momento de suministrar una dieta deficiente en energia
se inhibe la liberacion de GnRH por consecuente lleva a una menor secrecién de LH
lo que finalmente causa la anovulacion, (Scaramuzzi & Martin, 2008). Tanto la cantidad
de reservas energéticas corporales y la energia obtenida en el consumo diario de
alimentos influye en la funcion reproductiva promoviendo un mayor desarrollo folicular
y aumento en la tasa ovarica durante la transicion al anestro y retorno del estro
(Estrada-Cortes et al., 2009). De acuerdo con Forcada y Abecia (2006) la
suplementacion resulta con mejores tasas de ovulacion en periodos cortos. Es por ello
que para aumentar la duracién de la temporada reproductiva y la tasa ovulatoria la
suplementacion estratégica es esencial (Nogueira et al., 2016). En la figura 1 se

muestran las interrelaciones que existe entre la nutricién y reproduccion.
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Figura 1. Interacciones entre nutricion y reproduccion (adaptado de Ospina,
2007).




2.2.Glucosa: Fuente principal de energia

La glucosa actua como indicador del metabolismo energético de los animales y es el
componente con mayor demanda para el funcionamiento del cerebro, eritrocitos,
glandula mamaria y otros tejidos (Bedoya et al., 2012). El metabolismo de los hidratos
de carbono en los rumiantes es mediante la fermentacién obteniendo acidos grasos
volatiles (propionato) que se metaboliza por el higado, el propionato es el principal
formador de glucosa por lo que se considera neoglucogénico (Pechin, 1999). En los
rumiantes la glucosa es escaza debido a las condiciones alimenticias para la
degradacion de los hidratos de carbono y también se debe por la velocidad de la
produccion de acidos grasos mediante la fermentacion (Zavaleta, 1976). Por otra parte,
Bedoya (2012) menciona que la glucosa no puede convertirse en acidos grasos,
solamente forma parte del metabolismo del glicerol en el tejido adiposo convirtiéndose
en un mecanismo conservador de la glucosa. La suplementacion ejerce una influencia
positiva en la reproduccion de los rumiantes sobre el desarrollo folicular y la tasa de
ovulacion estos efectos a corto plazo son regulados por la glucosa y acidos grasos,
asi mismo, al administrar insulina éste tiene efecto en aumentar el numero de foliculos
(Nogueira, 2016).

2.3.Suplementacion energética

Los suplementos son concentrados que se le ofrece al animal cuando comienzan a
decrecer en la CC ya sea por la baja disponibilidad del forraje o de baja calidad (Baldi
et al., 2008). Estos se pueden clasificar en energéticos, proteicos, inorganicos,
minerales y vitaminicos (Andrés & Novoa, 1983). En etapas de crecimiento, al final de
la gestacion y principio de la lactacion las necesidades nutricionales se elevan, por lo
gue es necesaria la suplementacion (Gioffredo & Petryna, 2010). Las estrategias de
suplementacion tienen como obijetivo adicionar o incrementar en la dieta de las cabras
todos sus requerimientos nutricionales para su mantenimiento, incrementar el peso
corporal, la tasa de ovulacion y niveles productivos esperados (Andrés & Novoa, 1983;
Luginbuhl & Pietrosemoli, 2004).



2.3.1. Precursores gluconeogénicos

Los precursores gluconegénicos son compuestos bioquimicos que actian sobre vias
gluconeogénicas que permiten la sintesis de la glucosa a través del ciclo del acido
tricarboxilico, los precursores reconocidos en mamiferos son el glicerol, lactato,
piruvato, aminoacidos y acidos grasos (Odle & Tetrick, 2020). Segun Livas (2017), las
grasas, los aceites vegetales, los almidones y los cereales se utilizan principalmente
como fuentes energéticas, los sustratos glucogénicos no generan calor, por lo que el
animal no pierde energia al consumirlo y se alimenta mejor, éstas se componen
principalmente de propilenglicol, propionatos, lactatos, glicoles y aminoacidos
glucoformadores que al ser ingerida no es considerada como alimento, por lo que se
absorbe en el intestino y se dirige al higado; en el higado se transforma en glucosa
también conocida como glucégeno hepético, después, a nivel celular ingresa al ciclo
de Krebs, donde se genera la energia (ATP), asi el animal va conservando o

produciendo energia.

Actualmente los sustratos gluconeogénicos se ofertan en el mercado de la nutricion
animal, gracias al desarrollo biotecnolégico dio como resultado el lipofeed que esta
elaborado a base de 1,2 propanodiol y propionato de calcio; activan y estimulan las
vias metabolicas para producir energia y otros diferentes elementos (metabolitos)
cuyas posibilidades es aumentar las expresiones de genes (nutrigenémica) mejorando
asi la utilizacion de los ingredientes de una racion (carbohidratos, proteinas, lipidos,
vitaminas y minerales), promoviendo a los animales a expresar su maximo potencial

genético, de acuerdo a su funcidon zootécnica (Murillo-Ortiz et al., 2018).

Propilenglicol. El propilenglicol también conocido (1,2 propanodiol) es un liquido
dulce, viscoso y capaz de absorber y exhalar la humedad ademas de tener
propiedades gluconeogénicas (Butler et al., 2006). Se sintetiza a través de dos vias:
en la primera via el propilenglicol se fermenta en el rumen transformandose
parcialmente en acido propioénico, que luego es convertido por las mitocondrias del

higado en succinilCoA para posterior integrarse en el ciclo de Krebs (Ingvartsen &



Nielsen, 2004). En tanto, en la segunda via el propilenglicol se absorbe intacto y se
metaboliza en el higado para producir lactato; después se convierte en piruvato y

finalmente en oxaloacetato (Kristensen & Raun, 2007).

Uno de los principales usos del propilenglicol es para tratar la cetosis en vacas, en
ovejas gestantes mejora los parametros energéticos metabdlicos, siendo de suma
importancia el uso de esta sustancia gluconeogénica para disminuir el balance
energético negativo al final de la gestacion (Pereira et al., 2017). El propilenglicol es
esencialmente seguro para reducir la concentracion de acido B-hidroxibutiraro (BHB),
mientras que el glicerol es mas eficaz para aumentar la concentracién de glucosa
plasméatica, como resultado a la reduccion del trastorno metabolico mas frecuente;
toxemia de gestacion (Alon et al., 2024). Estudios de El-Nasser et al. (2021), informan
del efecto beneficioso del propilenglicol de ovejas en Farafra obteniendo un mejor
desempefio reproductivo, postparto, involucién uterina rapida, reanudaciéon mas
temprana de la funcién ovérica, gran niumero de foliculos pequefios, medianos y

grandes, disminucion de servicios por concepcion y una mejor taza de embarazo.

Propionato de calcio. El propionato de calcio es un precursor gluconeogénico
hepético en rumiantes, actiia como conservante en los alimentos, aditivo para ensilaje,
brinda un aporte de calcio a la nutricion animal y una adecuada proteccion
antimicrobiana (Cifuentes-L6pez et al., 2018). Unos de los beneficios al suministrar
propionato de calcio en cabras durante la sincronizacion del estro con progestagenos
es la obtencidon de un incremento en los niveles de glucosa en sangre, de mismo modo,
aumenta la cantidad y el tamafio de foliculos ovaricos al final de la sincronizacion del
estro y a su vez incrementa la prolificidad, mejora la fertilidad, buena respuesta y
distribucion del estro (Flores et al., 2021). Recientes estudios por Pérez et al. (2023),
determinaron los efectos de la suplementacién materna con propionato de calcio sobre
la productividad de las crias y el perfil metabdlico de la carne en ovejas, durante la
primera mitad de la gestacion, la segunda mitad de la gestacion y durante toda la
gestacion; al suplementar la madre con propionato de calcio durante los diferentes

periodos de gestacion se origina cambios positivos en la productividad de la



descendencia, a su vez, mejora la textura de la carne cruda de las crias, y mas acidos
grasos insaturados en el perfil metabdlico de la carne de los corderos, también resulta
beneficiosa para tratar la fiebre de la leche, asi mismo, se considera que tiene un efecto

preventivo para la metritis (Kara et al., 2009).

El propionato de calcio desempefia un papel eficaz en la superacion de los problemas
relacionados con el equilibrio energético durante la gestacion y reducir el riesgo de
cetosis e hipocalcemia durante la lactancia en vacas lecheras (Zhang et al., 2020).
Ademas, la suplementacion con propionato de calcio y sales de propionato, puede
mejorar los retornos econémicos en vacas jovenes de carne y la eficiencia reproductiva

al aumentar el suministro dietético de precursores glucogenos (Mulliniks et al., 2011).

2.4.Ciclo estral

La cabra es una hembra poliéstrica estacional de dias cortos, con estros que se
manifiestan cada 19 a 21 dias, el estro generalmente presenta una duracion de 24 a
36 horas y la ovulacion ocurre de 30 a 36 horas después de iniciado el estro (Cueto et
al., 2000). La duracion de la estacion sexual depende de factores ambientales, el
fotoperiodo, estrés, nutricion, factores feromonales y el medio social del hato, esta
estacion reproductiva se caracteriza por presentar una disminucion de horas de luz
(fotoperiodo decreciente), en México la estacion sexual ocurre en otofio-invierno la
cabra permanece en una fase de anestro o reposo sexual durante el resto de las

estaciones del afio (Cueto et al., 2000) y (Bonilla, 2001).

2.5.Dindmicafolicular

Uno de los mecanismos o patrones que se han manejado para determinar con
exactitud las caracteristicas de la dinamica del crecimiento folicular es el uso de
técnicas ecograficas de alta resolucion (Gonzalez et al., 1995). La foliculogénesis se
inicia en la vida embrionaria y contintdia a lo largo de la vida reproductiva de la cabra,

es un desarrollo o proceso donde los foliculos inmaduros (primordiales) se convierten



en foliculos preovulatorios (Dioguardi, et al.,, 2024). Existen factores sistémicos e
intraovaricos que modulan la dinamica folicular, estan limitadas por los mecanismos
de estimulacion y de inhibicion que son pertenecientes al eje hipotalamo-hipdfisis-
ovario; se recalcan las gonadotropinas hipofisiarias (LH y FSH), de accion estimulante,
y el estradiol e inhibina de accién inhibidora (Gonzalez et al., 2002). Como todos los
animales domésticos, principalmente en la cabra, el crecimiento folicular ocurre en
forma de oleadas, lo cual varia segun las condiciones ambientales que va desde dos
a cinco oleadas por ciclo estral (L6pez et al., 2010). Como se representa en la figura
2, el reclutamiento es el inicio de cada oleada folicular dependiente de gonadotropinas,
se refiere a la formacién de una poblacién de foliculos antrales que crecen de manera
continua debido a la FSH alcanzando 0.85 mm de didmetro de las células de
granulosa, la seleccién ocurre al final de la fase comun de crecimiento, el foliculo
dominante crece a una tasa constante y mientras los otros regresan por inhibicion de

su desarrollo (Uribe-Veladzquez et al., 2009) y (Espinoza-Villavicencio et al., 2007).
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Figura 2. Representacion esquemética de la dindmica folicular durante el ciclo estral
(adaptado de Uribe-Velazquez et al., 2009).



3. Materiales y Métodos

3.1.Localizacién

El estudio se realizd en el Centro de Investigacion en Produccion Animal (CIPA-UL) de
la Universidad Autonoma Agraria Antonio Narro, en el municipio de Torredn, Coahuila
(latitud 25°32°407", longitud 103°26’30°") que se encuentra a una altitud 1120 m sobre
el nivel del mar. Este municipio se caracteriza por tener una temperatura minima de 6°
C durante el invierno y una maxima de 36° C durante el verano. La temporada de
lluvias comprende las estaciones de primavera, verano y otofio siendo el promedio de

250 mm anuales.

3.2.Animales y disefio experimental

Para el estudio se utilizaron 14 cabras multiparas adultas de la raza Alpina-franceés.
Las cabras pesaban 46.6 + 4.3 kg y tenian una condicion corporal (CC) de 2.6 + 0.36
(escala de 1 a 5). Estas fueron alojadas en corrales abiertos con un espacio techado
el cual les proporcionaba sombra todo el dia. Las cabras eran alimentadas a base de
heno de alfalfa con lo cual se cubria sus requerimientos nutricionales de
mantenimiento. El agua se le suministraba a libre acceso. Finalmente, las cabras eran
ordefiadas por la mafiana normalmente. Las cabras fueron divididas en dos
tratamientos de acuerdo al peso vivo y CC. Las cabras del grupo uno (G-Supple, n=7)
recibieron 8mL de 1-2 propanodiol 4.00% mas propionatos de sodio y calcio 11.20%
(lipofeed, Prepec, México) por cada 20 kg de peso vivo por via oral durante 42 dias
por las mafanas, en tanto las cabras del grupo control no recibieron ninguin tratamiento

(G-Control, n=7). Ambos grupos se alimentaron con heno de alfalfa.

Al inicio del estudio las cabras de ambos grupos recibieron un protocolo de
sincronizacion a base de progesterona inyectable (20 mg progesterona, Zoetis) mas
hCG (200 Ul de hCG, Chorulon, MSD) para sincronizar la ovulacion de las cabras y

comenzaran el ciclo estral al mismo tiempo. Después de la aplicacion de hCG a las
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cabras se les realizo ultrasonografia transrectal (ECO 2, Chison, MHz=) una vez al dia
durante el periodo de la suplementacion para determinar el momento de la ovulacion
y la tasa ovulatoria. Asi mismo se tomaron muestras de sangre para determinar los
niveles de glucosa sérica, para lo cual se tomd una gota de sangre para poder
determinar la concentracion de glucosa por medio de un glucometro (FreeStyle) antes

de proporcionar la suplementacion y 1, 2, 3, 4 h posteriores a la suplementacion.

3.3.Andlisis estadistico

Los andlisis estadisticos se realizaron con el programa SAS V9.1 (SAS, 2005). El
nuamero de cuerpos luteos se analizé mediante la T-TEST. Los niveles de glucosa
sanguinea se analizaron el proc MIXED de SAS considerando el efecto del tratamiento,
del tiempo y de la interaccion tratamiento* tiempo. Se considerd que hubo diferencia

estadistica si el valor de p< 0.05.
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4. Resultados

En el cuadro 1 se muestran los niveles de glucosa sérica y NTFA en las cabras
suplementadas con lipofeed (G-Supple) y sin suplementar (G-Control). En cuanto a los
niveles de glucosa en sangre, se observaron diferencias significativas (p < 0.05). En el
G-Supple se observo un mayor nivel de glucosa en sangre que en el G-Control (Figura
3). Por otra parte, no se encontraron diferencias significativas en el NTFA en ambos

grupos (p > 0.05).
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Cuadro 1. Numero de foliculos antrales y glucosa sérica en cabras
suplementadas con Lipofeed (G-Supple) y sin suplementar (G.-Control)

durante la época natural de reproduccion

NTFA GLUCOSA
(G-Supple) 6.28£0.44 2 46.54 +3.282
(G-Control) 6.15+0.192 44,17 +3.17°

NTFA= Numero totales de foliculos antrales
Literales diferentes significan diferencia estadistica significativa p< 0.05

52.0
i G-Supple

50.0 G-Control
S
o) i
e 48.0
@
(72}
8 46.0
>
D
3440 |
0
Q
0420 |
= Trat: p< 0.05

Tiemp p< 0.05
40.0 I Trat* Tiempo p> 0.05
38.0 . . . . .
0 1 2 3 4

Intervalo horas

Figura 3. Niveles de glucosa sérica en las cabras suplementadas con lipofeed (G-

Supple) y control (G-Control).
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5. Discusién
En nuestro estudio los niveles de glucosa fueron mayores en el grupo suplementado
que en el grupo control. Diversos estudios mencionan que al suplementar soluciones
gluconeogénicas, las concentraciones séricas de glucosa e insulina aumentan (Aguilar
et al., 2016). dos Santos et al. (2017) observaron que al suplementar 3.0 y 4.5% de
propilenglicol en ovejas gestantes aumentd la glucosa y mejoraron los parametros
metabdlicos energéticos. Asimismo, la suplementacién con 20 g de propionato de
calcio en cabras mostr6 un aumento en las concentraciones de glucosa en sangre
(Flores-Santiago et al., 2021). El propilenglicol se metaboliza a propionato, sin
embargo, la mayor parte sale del rumen sin transformarse para ser convertido en
glucosa por el higado, a través de la ruta del lactaldehido, con oxidacion a lactato. El
propionato es transportado al higado a través del sistema portal, donde se transforma

en piruvato y finalmente en glucosa via oxalacetato (Ordoiiez et al., 2006).

Una de las principales causas de la baja produccion en rumiantes es de origen
nutricional y metabdlico (Garcia et al., 2023).Una alternativa para aumentar los niveles
de energia en los animales durante las etapas criticas es el propionato de Ca el cual
se ha utilizado como sustrato energético en dietas para corderos sin efectos adversos
sobre variables productivas o fermentacion ruminal (Martinez-Aispuro et al., 2018). De
igual forma la suplementacion con propilenglicol en ovejas gestantes mejora los
parametros metabolicos evitando la toxemia y balance energético negativo (Pereira et
al., 2017). Estudios de Zhang et al. (2020) quienes emplearon propionato de calcio en

vacas donde se traté el balance energético negativo y se evito la fiebre de la leche.

En el presente estudio no se observaron diferencias significativas en el NTFA entre las
cabras suplementadas con Lipofeed® y las no tratadas. Estos resultados son similares

a los de Molina et al. (2018) quienes suplementaron propilenglicol en vacas para la
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produccion de embriones in vivo sin encontrar un aumento en el namero ni el tamafio
de los foliculos, ni la calidad de los embriones. Similar a lo observado por Aguilar et al.
(2016) en ovejas sometidas a tratamientos de sincronizacion de 12 dias donde no se
observo un aumento en la tasa de ovulacion, la prolificidad, ni la tasa de gestacion. En
estudios previos se observd que la suplementaciébn energética aumentaba
significativamente el dia cinco después de la suplementacion (Alves et al., 2019). Es
probable que en nuestro estudio no se encontraran diferencias en el NTFA por la raza
empleada o al numero de animales utilizados. En su estudio, Alves et al. (2019)
emplearon cabras Anglo nubias las cuales son menos estacionales que las alpinas
empleadas en nuestro trabajo. Ademas, el tipo de suplementacion que se uso6 en este
estudio fue diferente en comparacion del estudio de Alves et al. (2019) quienes
emplearon linaza molida la cual contiene un alto valor de lipidos por lo que pudo tener

un efecto positivo sobre la tasa de crecimiento folicular.

El peso vivo y la cantidad de energia ingerida son factores que influyen en el nimero
total de foliculos antrales (Flores et al., 2021). Da Silva et al. (2023) menciona que una
dieta con mayor nivel de energia afecta positivamente al niumero total de foliculos
antrales, mientras que, por el contrario, un nivel menor de energia se degenera el
foliculo. Efectivamente, la nutricion es uno de los factores que actia sobre la dinAmica
folicular; diversos componentes dietéticos como lipidos, glucosa, aminoacidos y
minerales influye en el eje hipotalamico-adenohipofisiario y afecta las génadas (Flores
et al., 2021). Otro factor importante que influye es el periodo de tiempo de la nutricion
o la suplementacién, Gutiérrez et al. (2011) menciona sobre el efecto estatico de la
nutriciéon o suplementacion a largo plazo donde las ovejas con mayor peso vivo logran
aumentar el numero de foliculos ovulatorios, mientras que el efecto agudo de la
nutricion afecta al desarrollo folicular cuando la suplementacién nutricional es a corto

plazo, pero sin afectar la condicién corporal y el peso vivo.

Los resultados en cuanto a Niumero Total de Foliculos Antrales de las cabras no se
encontro diferencia significativa para ambos grupos, es probable que esto se deba a

la duracion de la suplementacion y a las altas exigencias nutricionales por la etapa de
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lactancia, en su estudio Nogueira et al. (2017) suplementé en cabras a corto plazo
durante 9 dias con maiz por lo cual afect6 positivamente el ovario originando la mayor
cantidad de foliculos y asi aumento la tasa de ovulacién. Una onda folicular no dura
mas de 6 a 7 dias por lo tanto el foliculo alcanza su capacidad ovulatoria en un corto
periodo de tiempo, en su estudio Gutiérrez et al. (2011) suplemento glicerol 100mL a
ovejas en periodos cortos comenzando tres dias antes de finalizar la fase lutea, por lo

cual, fue suficiente para el aumento de la tasa ovulatoria.
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6. Conclusién

En conclusién, la suplementacion con Lipofeed no mostré ningun efecto sobre el
namero de foliculos totales. Sin embargo, los niveles de glucosa sérica si aumentaron.
Se sugieren estudios donde se aumente el tiempo de suplementacion o bien aplicarlo

en cabras de sistemas extensivos.
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