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Presentacion del Presidente de ASESCU

Este afo tenemos la suerte de celebrar la 47 edicidn del Symposium de Cunicultura de ASESCU en Facultad
de Veterinaria de la Universidad de Ledn. Hemos querido en esta ocasién acercarnos a Castilla y Ledn, una de
las regiones méas importantes y modernas de nuestra produccion cunicola, y en concreto a la ciudad de Ledn.
Ademés de disfrutar de Symposium, Ledn es una ciudad preciosa e histérica, con sus admirables monumentos
como la Catedral, San Marcos o San Isidoro, entre otros. Ademas, se trata de una ciudad caracterizada por su
buena acogida a los viajeros al ser paso del Camino de Santiago, por lo que se trata de una urbe acogedora, rica
en callejuelas, plazas e innumerables tabernas y mesones, que nos permitird disfrutar también en los momentos
de relacién del Symposium.

Esta edicion esta coorganizada con la Facultad de Veterinaria de la Universidad de Ledn, una facultad histdrica,
creada en 1852 como Escuela Subalterna de Veterinaria, siendo una de las facultades de veterinaria con mayor
prestigio de nuestro pais, y cuna de muchos de los técnicos que nos facilitan el dia a dia en el sector cunicola.

Seguimos viviendo quizas una de las épocas mas criticas que he conocido para la ganaderia y en especial
para la cunicultura. Continlan una serie de circunstancias en el tiempo que estédn poniendo en jaque al sector.
La situacion actual de precios de la energia y materias primas, la tendencia inflacionista del dltimo afio que
ha encarecido todavia mas los precios, y la preocupante tendencia en el consumo de carne de conejo, esté
suponiendo una prueba de estrés para todo un sector, que ademas debe afrontar nuevos retos y exigencias a
nivel medioambiental, de alojamientos y en la utilizacion de antimicrobianos en sus granjas.

Por todo ello, el Symposium de este afio se centra de nuevo en todos estos desafios que nos preocupan y
debemos afrontar. Para ello, hemos invitado a expertos ponentes que nos informaran sobre el pasado, presente
y futuro de la cunicultura en Ledn y las herramientas de ganaderia de precision, que tanto se ha desarrollado
en los dltimos afios, y que nos pueden ser utilidad para afrontar los mencionados retos. Ademas, destinaremos
una sesidén monogréfica a las estafilococias en conejo, una de las enfermedades més frecuentes que limitan
la rentabilidad de nuestras explotaciones. Por otro lado, celebraremos de un par de mesas redondas sobre
aspectos que nos preocupan en el dia a dia. La primera de ellas versara sobre las consecuencias de la nueva
legislacién veterinaria, donde nuestros técnicos de AVECU, el sector representado por INTERCUN y el Ministerio
hablaran sobre las particularidades de la aplicacién de esta legislacidon en cunicultura. La segunda de ellas
la centraremos en otro problema que nos preocupa mucho a todo el sector, como es la rentabilidad en las
explotaciones cunicolas, donde distintos expertos y grupos productores y comercializadores de conejo debatird
sobre sobrevivir bajo las condiciones actuales. Asi, este evento es crucial para congregar a productores,
investigadores y empresas relacionadas con el sector cunicola, y asi afrontar exitosamente cada uno de estos
desafios.

Ademés de estas ponencias invitadas también tendremos, a lo largo de Symposium, sesiones de
comunicaciones libres donde se presentarén los avances en investigaciones realizadas por diferentes grupos
en las disciplinas cientificas mas relevantes para el sector, como son la genética, el bienestar, la nutricién, la
reproduccion y la patologia. Los mejores trabajos, llevados a cabo por los més jévenes, podrén acceder a la
quinta edicién del “Premio para jévenes investigadores ASESCU-Pintaluba”, financiado por los Laboratorios
Andrés Pintaluba, S.A., que se celebrara durante la cela de gala.

No quisiera despedirme sin antes mostrar todo mi agradecimiento a la Facultad de Veterinaria de la
Universidad de Ledn por acogernos en su casa y a las empresas que apoyan la organizaciéon del Symposium y sin
cuyo patrocinio seria dificil la celebracion de este evento.

Atentamente,

Juan José Pascual Amorés
Presidente de ASESCU

47 SYMPOSIUM DE CUNICULTURA @ 7



8 @ 47 SYMPOSIUM DE CUNICULTURA



PROGRAMA

PROGRAMA DEL 47 SYMPOSIUM DE CUNICULTURA

Ledn, miércoles 31 de mayo y jueves 1 de junio de 2023

Miércoles, 31 de mayo

MANANA
8:00-9:30 Registro y recogida de la documentacién
9:30-10:00 Inauguracién oficial del Symposium
10:00-10:45 Ponencia: “Pasado, presente y futuro de la cunicultura en Leén".

D. Joan Rosell, CunivetService; y D. Francisco Javier Gonzélez, STC Cunicultura Nanta SAU.
Presenta: D. Juan José Pascual

10:45-11:45 Comunicaciones libres: GENETICA Y SOSTENIBILIDAD
Modera: Dia. Miriam Piles

Tendencias genéticas en tres lineas de conejo seleccionadas por Eficiencia Alimentaria.
Sanchez JR, Pascual M, Piles M

Creacién de una linea seleccionada por eficiencia alimentaria. 1. Criterios de seleccién.
Blasco A, Martinez-Alvaro M

Evaluacidn de la calidad espermatica en lineas de conejo seleccionadas divergentemente
por variabilidad del tamafo de camada.
Baeza M, Serrano D, Argente MJ, Garcia ML

Caracterizacion de la cunicultura como un sistema agroalimentario sostenible: revisién
sistemética.
Manjarrez-Martinez NR, Aguilar-Avila J, Aguilar-Gallegos N, Sagarnaga-Villegas LM

11:45-12:15 Pausa café

12:15-13:00 Ponencia: “Ganaderia de precisién en una cunicultura sin jaulas”.
Dria. Maria Cambra. Universitat Politecnica de Valéncia (UPV).

Presenta: D. Ceferino Torres

13:00-14:00 Comunicaciones libres: NUTRICION
Modera: D. Enrique Blas

Uso de 4cidos organicos en dietas de gazapos post-destete: Eleccién de acidificante y dosis.
Ramdén-Moragues A, Vaggi C, Franch J, Martinez-Paredes E, Peixoto-Gongalves C, Rédenas L,
Lopez MC, Marin-Garcia PJ, Blas E, Pascual JJ, Cambra-Lépez M

Entrenamiento de las conejas durante la recria: efecto sobre la flexibilidad de las
reservas corporales y la reproduccién a largo plazo.
Pascual JJ, Martinez-Paredes E, Rédenas L, Blas E, Cambra-Lépez M
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14:00-15:45

16:00-17:00

17:00-17:30
17:30-19:00

21:00-24:00

9:00-10:00
10:00-11:15

10:00-10:30

Efecto del nivel de calcio del pienso sobre los rendimientos productivos de los gazapos
en crecimiento.
de la Cruz P, del Pozo R, Martin L, Rybicka A, Velasco B, Nicodemus N, Garcia J

Efecto de la inclusién de productos de algas sobre la digestibilidad fecal y otros
parametros digestivos en gazapos en crecimiento.

Alfonzo R, Pérez E, Al-Soufi S, de la Cruz B, Silva V, Martin L, del Pozo R, Rybicka A, Bujan M,
Dominguez H, Torres MD, Lépez-Alonso M, Nicodemus N, Garcia J

Comida de trabajo

TARDE

Comunicaciones libres: REPRODUCCION
Modera: DfAa. Mariluz Garcia

Efecto del factor de crecimiento nervioso recombinante de conejo microencapsulado con
quitosano en los parametros seminales de conejo.

Gimeno-Martos S, Quiroga AC, Bosa L, Arias Alvarez M, Lorenzo PL, Garcia-Garcia RM,

Rebollar PG

Métodos de bioestimulacién basados en comunicacién quimica: implicacién en la
reproduccién de conejos macho. Estudio preliminar.

Villamayor PR, Yafez U, Gullén J, Pampin M, Casanova A, Cavalcanti |, Zarhouti A, Quintela LA,
Sanchez-Quinteiro P

Efectos de la frecuencia de recogida y de la adicién de alarelina a la dosis seminal en la
calidad espermatica. Estudio preliminar.

Yarez U, Villamayor PR, Gullén J, Pampin M, Casanova A, Zarhouti A, Cavalcanti |, Pefia Al
Quintela LA, Sénchez-Quinteiro P

Crecimiento de hembras cruzadas y su efecto sobre la reproduccién.
Domingues V, Sénchez C, Arias JM, Pascual JJ

Pausa café

Mesa redonda: “Consecuencias de la nueva legislacion veterinaria”.

D. Manuel Marco. Asociacién de Veterinarios Especializados en Cunicultura (AVECU).

Dia. Beatriz Messia. Organizacién Interprofesional para Impulsar el Sector Cunicola (INTERCUN).
Dia. Gema Lépez Orozco. Ministerio de Agricultura, Pesca y Alimentacién (MAPA).

Modera: D. Mario Malo

Cena de gala. Hotel Infantas de Ledn

Jueves 1 de Junio

Asamblea General de ASESCU
Sesién monogréfica: “Mapa de las estafilococias en Espafia”.
Modera: D. Juan Manuel Corpa.

Ponencia: Staphylococcus aureus en cunicultura. Nuevos retos, nuevas herramientas.
David Viana. Universidad Cardenal Herrera-CEU.
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10:30-11:00

10:50- 11:15
11:15-11:45
11:45-12:45

12:45-13:30

13:30-14:00

POSTERS:

Comunicaciones sobre Staphylococcus aureus

Distribucion actual de los principales clones de Staphylococcus aureus en cunicultura
en Espana.
Martinez-Seijas C, Mascards-Ndnfez P, Diaz-Mendez JF, Arnau A, Selva L, Viana D, Corpa JM

Estudio genotipico y fenotipico de la sensibilidad antibiética de Staphylococcus aureus
en conejos. Mascards P, Martinez-Seijas C, Diaz-Mendez JF, Arnau A, Selva L, Viana D, Corpa JM

Andlisis de comparativa genémica de clones de Staphylococcus aureus en cunicultura:
CC121 versus CC96.
Diaz-Méndez JF, Martinez-Seijas C, Mascards P, Arnau A, Selva L, Viana D, Corpa JM

Debate

Pausa café

Comunicaciones libres: PATOLOGIA Y BIENESTAR
Modera: Dfia. Arantxa Villagréa

Desarrollo de un ELISA indirecto basado en proteinas virales recombinantes para la
deteccién de anticuerpos frente al virus mixoma.
Calonge Sanz I, Menéndez A, Alvarez AL, Martin Alonso JM, P. Dalton KP, Parra F

Estudio de factores de virulencia de Escherichia coli asociados a procesos digestivos en
cunicultura.
Sanz C, Arnal JL, Chacdn G, Fernandez AB

Evaluaciéndel estréscontermografiadeinfrarrojostraslaextraccién espermaticaen conejos.
Serrano-Jara D, Baeza M, Agea I, Argente MJ, Garcia ML

Enriquecimiento de jaulas de gazapos en cebo con ramas de arbol: resultados
productivos y de interaccién humano-animal.
Resconi VC, Lépez M, Olleta JL, Romero J, Campo MM

Mesa redonda: “Rentabilidad en las explotaciones cunicolas”.
D. Julian Gullén. Cogal

D. Rodrigo Cuadriello. Hermi

D. Ze Manuel. Veterinario

Modera: D. Ernesto Gémez

Clausura del Symposium

Comparacién de la aceptacién y preferencia de salchichas frescas de carne de conejo,
pollo y cerdo en un panel de consumidores jévenes.
Fierro-Raya M, Gonzalez-Redondo P

Diagnéstico ante-mortem y no invasivo de RHDV en conejos asintomaticos mediante el
uso de gPCR y FTA cards.
Sénchez A, Aluart A, Gascén S, Mora FX; Valls, L

Forraje verde hidropénico de maiz (Zea mays) como suplemento alimenticio sobre los
parametros productivos del conejo (Oryctolagus cuniculus) en la etapa de engorde.
Duran-Garcia M, Caridad-del Rosario J
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PONENCIAS

“Pasado y futuro de la Cunicultura

en Ledn. Mis estudios de Veterinaria en
Ledn, entre los cursos 1973-74 y
2022-2023 y algunos vinculos con la
Cunicultura”

“Past and future of rabbit farming in Ledn. My studies of Veterinary Medicine in Ledn,
between the courses 1973-74 and 2022-2023 and some links with rabbit production”

Juan Rosell, Doctor en Veterinaria
CunivetService Aptdo. 518. 43080 Tarragona. www.biorabbit.es. jmrosellp@cunivetservice.com

Resumen

Estas notas retrospectivas tienen como objetivo compartir con lectores y asistentes al 47 simposio de ASESCU,
vivencias relacionadas con granjas de conejos, desde que vine a Ledn en octubre de 1973, para iniciar mis estu-
dios de Veterinaria; hasta ahora, que los estoy terminando. Muestro los datos de algunas observaciones hechas
en 1714 granjas visitadas, de las cuales 198 estaban en Castillay Ledn, desde 1988 hasta 2018. Son los resultados
de muestreos de conejos reproductores, de algunas enfermedades y factores de riesgo, que estudiamos en
colaboracién con profesores de la Facultad de Veterinaria de Ledn y otros centros. En 2009 mostré mi gratitud a
los productores de conejos de modo parecido, en el simposio de Sevilla. Espero que estas reflexiones sirvan de
introduccién a sugerencias de futuro para las personas relacionadas con la Cunicultura.

Palabras clave: Cunicultura, Veterinaria, Castilla y Ledn, Compartir experiencias, 1973-2023

Abstract

These retrospective notes are intended to share with readers and attendees of the 47th ASESCU symposium,
experiences related to rabbit farms, since | came to Ledn in October 1973, to begin my studies of Veterinary Me-
dicine; until now, that | am finishing them. | show data from some observations in 1714 visited farms, of which 198
were in Castile and Ledn, from 1988 to 2018. They are the results of sampling rabbits, of diseases and risk factors,
which we studied in collaboration with professors from the Veterinary School of Leén and other centres. In 2009
| showed my gratitude to rabbit producers in a similar way, at the symposium in Seville. | hope these reflections
serve as an introduction to suggestions for the future for people related to rabbit farming.

Keywords: Rabbit production, Veterinary Medicine, Castile and Leon, Share experiences, 1973-2023

Introduccidn

Acerca de esta ponencia, acordé con los miembros de la Asociacidon Espafiola de Cunicultura/ ASESCU que orga-
nizan este 47 simposio, que me referiria a algunos afos precedentes. Mostraré mi perspectiva con algunos flashes,
desde que vine a Ledn en octubre de 1973, para iniciar mis estudios de Veterinaria; hasta ahora, que los estoy
terminando. Estuve 10 afios en Castilla, -primero Ledn y después Madrid-, hasta 1983. Mi expediente académico
fue después hasta Zaragoza, donde obtuve el doctorado en Veterinaria, en julio de 1990. A partir de entonces, mi
relacién con Castillay Ledn ha sido frecuente, porque he subido desde Tarragona cada 3-4 semanas.

En Ledn compaginé mis estudios -apenas falté a clases-, con el trabajo con conejos. Visité granjas siendo estu-

diante, asi como algin matadero (Miralrio, en Ponferrada). Santas Martas, distribuidor de piensos Gallina Blanca
Purina (e.p.d.) en la antigua Avenida de Madrid de Ledn, me recomendd algunas granjas, donde pasé horas
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de préctica (Currin en Villaobispo, Pedro en Villimer, Amadeo en Trobajo del Cerecedo, Rodrigo en Arintedo,
Valeriano en Cacabelos o José Antonio y Modesto en Petin de Valdeorras, entre otros). En las primeras granjas
trabajé en tareas comunes: cuidar, limpieza, vacunaciones, entre otras. También hice algunas actividades extra:
en 1975, Currin me pidié que observara la relacidn de las montas y la fertilidad con las fases lunares, jale! El vera-
no de 1977 trabajé en la granja de Feliciano e Inés, colaboradores de Gémez y Crespo en Castro de Beiro (OU) y
también en la granja de los Freixer, en St. Quirze de Besora (Bcn). Durante 4 afios recorri tortuosas carreteras con
la motocicleta Sanglas-400. Influido por las nevadas, mi padre me cambid con buen criterio al primer Renault 4 L,
en el que ademés podia cargar algin saco de pienso o de viruta. En invierno del 78 fui al Principado de Asturias,
donde colaboré en un proyecto que no progresd, aunque eso me permitié conocer unos productores de San
Juan de la Arena que tenian Gigante de Espafa. Un afio més tarde me ayudaron con conejos, para la exposicion
en el simposio de ASESCU, en la Escuela de Agricolas de Leén.

En este punto me referiré a José Luis Arguello (e.p.d.). Cuando yo empecé a estudiar, él acababa la carreray
entrd a trabajar como microbidlogo en la industria. Arglello era también apasionado por los conejos y conge-
niamos enseguida. En 1975 empecé a colaborar con ély su jefe, Félix Rejas, en mixomatosis; ellos con vacunas y
yo en granjas. En 1978 me incluyeron en una comunicacion para el tercer simposio ASESCU, en Valencia. Al afo
siguiente, me apunté con ellos a organizar el 4° simposio en Ledn, siendo estudiante. Invitamos a un profesor de
Enfermedades Infecciosas (Maximo Fernandez) y otro de Reproduccién y Obstetricia (Miguel Abad), que defen-
dieron el pabellén frente leves envites de algun productor. Recuerdo que al final del simposio estaba agotado; a
pesar de que los asistentes al simposio comimos bien, incluido un almuerzo minero, en un antiguo restaurante,
en la ctra. de circunvalacion.

José Luis Argiiello me ensefid a palpar para el diagndstico de gestacidn, en la granja de la que era copropie-
tario en Villimer. Me dijo que aprenderia con la practica, claro. Asi ha sido; por ejemplo, palpé 17.000 conejas en
142 granjas durante 2014-2019, para un estudio sobre Enfermedades de la reproduccién en conejas de granja.
Lo publicamos en Animals (2020), junto con 2 profesores de la facultad de Veterinaria de Ledn (Luis Fernando de
la Fuente y Maite Carbajo), ademés de Chema Fernéndez, clinico gallego. En las conejas que palpé a 14-15 dias
post-inseminacién fallé poco, pero a 9-10 dias los errores subieron al 7,3%. Este articulo esté escrito en inglés,
por una estimada traductora afincada en Ledn: Cathy R. Martin. Les sintetizo algunos aspectos de ese trabajo.
El porcentaje de gestaciones en 190.000 conejas palpadas por cunicultores fue 85,5% en los 6 afios. Menos del
70-75% de positivas (conejas cruzadas) es un problema (infertilidad). En 1994 el porcentaje de granjas que usa-
ban inseminacién artificial /IA fue el 2% y al final del estudio (2019) la tasa era 90% de granjas con IA. En el 70%
de las granjas visitadas, inseminaban a 11 d. postparto. ;Qué conejas quedaban méas prefiadas? Las que tenian
leve sobrepeso; en nuestro caso, con estado corporal /EC de 6 sobre 9, siendo 5 el EC dptimo. En las de 4/9 la
fertilidad bajé. Siguiendo con las evidencias observadas, cuando el ritmo empleado es de 11, 18 6 25 dias, la
fertilidad no varia. Pero a 32, 39, 46 6 60 dias postparto, la fertilidad mejora.

La relacién entre el estado sanitario, el peso y el estado corporal de conejos machos y hembras, la estudiamos
con dos profesores de Ledn: Juan Pablo Séanchez, actualmente en el IRTA y con Luis Fernando de la Fuente.
Fernando es el amigo que desde 1988 pone orden a mis datos, mediante los métodos de anélisis y el rigor ade-
cuados. Evaluamos 34 tipos genéticos de conejos que habia en Espafa, desde 2009 hasta 2011. Publicamos el
estudio en dos nimeros del Journal of Animal Science de 2012. Hay diferencias de peso notables entre estirpes,
con diversas capacidades de ingestion de pienso y también con distinta predisposicion a enfermedades, entre
otras caracteristicas. También medimos el efecto de las rinitis, mastitis, pododermatitis y sarna, sobre el peso
y estado corporal. Son aspectos clave, que incluyo en las practicas de clinica ambulante con alumnos; en las
granjas les muestro la diferencia entre observar la regién dorso-lumbar de las conejas y evaluarla tocando, que
es la forma correcta, claro es.

Volviendo a José Luis Argiello, él era sobre todo bacteridélogo y virdlogo. Supongo que hizo algo de dafio a
los conejos; probablemente menos que yo. También sé que hizo bien; por ejemplo, con la mejor herramienta
que hay contra las enfermedades infecciosas: las vacunas. Disefid -él y su equipo, debemos entender-, diversas
vacunas, contra procesos bacterianos del aparato respiratorio o digestivo de los conejos, asi como autovacunas.
Pero donde se dejé las pestafias fue con las viricas. En 1977 lanzaron una vacuna heteréloga contra mixomatosis,
elaborada con virus de Shope, més adyuvantes de inmunidad y en 1985 otra elaborada con virus homdlogo, con
la cepa Ledn-162. En octubre de 1988, cuando volvi del congreso mundial de Budapest, le conté lo que el Dr. Xu
Weiyan y col. explicaron de la enfermedad hemorragica que azotaba China. Yo la habia vivido en una granja de
Asturias el 11 de septiembre de 1988 (murieron el 98,2% de las hembras). Arglello y su equipo habian recibido
casos desde junio, procedentes de Asturias y de Murcia. El dia de Navidad del 88 su mujer me dijo que estaba en
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el laboratorio. En enero del 89 sacaron vacuna contra la virica, bajo la tutela sanitaria del Ministerio de Agricultu-
ray las CCAA. En 2011 aparecid el nuevo calicivirus; José Luis intervino de nuevo, con vacuna contra este virus,
en 2013. Cuando fallecié en 2018, trabajaba en vacuna mixta. El virus nuevo se ha impuesto en los anélisis de
casos de virica. No obstante, para excluir la presencia del virus cléasico en Espafia, es necesario hacer muestreos
apropiados; lo demas es marketing y demagogia, ;me explico?

Sigo con la actividad hecha en granjas de conejos. Entre 1988 y 2018 visité 1714 granjas espafolas, incluidas
198 en Castilla y Ledn; maés de las que hay en la actualidad (tal vez, 150). Debo decir que en esta regién “visi-
tamos” desde 1988 hasta final de 2009, cuando reorganizaron mi antigua empresa, porque comparti jornadas
estupendas con Andrés, Oscar, Francisco Javier y al final con Gustavo. A partir de 2010 me apoyé en otros com-
paferos. También conoci algunas granjas en CCAA vecinas, como Galicia (184), Pais Vasco (32) o Cantabria (31).
En Asturias visité 49 granjas en aquellos 30 anos. Segun Javier Rodriguez (Boletin de Cunicultura n® 83, 1996), en
1995 habia 80 granjas, aparte de las unidades familiares. ; Cuantas quedan en el Principado? jNinguna! Esto no
es motivo de satisfaccién, me parece a mi. En mi trabajo, confié mas en mis cuadernos de notas que en la me-
moria. Hice bases de datos y los estudiamos con el apoyo de profesores de esta Universidad o de otros centros.
Mi interés por ambos aspectos, la vida en las granjas y el estudio de algunos problemas, es evidente que incluye
lo més interesante en la mayoria de casos: los cunicultores e investigadores, que he conocido en estos 50 afios;
sin olvidar aspectos socio-culturales y geogréficos.

En el 76 me sorprendid encontrar gazapos lactantes cubiertos de granos. Llevé muestras a Arguello, incluso al
Depto. de Microbiologia, donde me permitian hacer ensayos con estafilococos. Fui también al Laboratorio de
Sanidad Animal de Ledn; alli me atendia un veterinario, Leoncio Gonzélez, que ademas tenia granja de conejos.
En el simposio de Toledo en 1983, presentamos una comunicacion al respecto de las mastitis y los granos en
gazapos. Tardé algunos afos en retomar el problema de las pustulas y demés lesiones por estafilococos, pen-
sando en mi posible trabajo de tesis doctoral, sobre Enfermedades de los gazapos lactantes. En la actualidad es
un problema destacado en la sanidad de los conejos; es objeto de estudio en Universidades (por ejemplo, en
Espafia, el CEU de Valencia) y el trabajo en otros centros (Exopol, por ejemplo). En este simposio se presentan
algunos resultados.

En 2013 publicamos un estudio retrospectivo sobre “mal de patas”, hecho durante las visitas a 600 granjas
espafiolas y portuguesas, desde 2001 hasta 2012. A partir del examen de 100.000 conejas, fuera de sus aloja-
mientos individuales, concluimos que el 6-7% de hembras con heridas en las patas, era una tasa de enfermas
tolerable. Gracias al uso de reposapatas, en el curso de esos afios la ocurrencia del problema disminuyé. Es
evidente que su uso requiere esfuerzo en limpieza y tener que cambiar los reposapatas gastados. Les recuerdo
lo que dicen en Ledn: “el que algo quiere, algo le cuesta”.

En 2018 terminamos otro estudio, acerca de las mastitis, en plural. Varian en su evolucién, aguda y mortal o
crénica, o en la etiologia. Desde 2001 hasta 2017 exploramos 140.000 hembras. La ocurrencia de enfermas fue
variable, entre el 0y 36%,; pero sugerimos que el 4% es una tasa de afectadas con mastitis crénica, que nos
parece tolerable. A este respecto, les recuerdo que el 85% de enfermas tiene una seccién glandular afectada,
de las 10-12 que tiene la coneja. Las enfermas deben ser desechadas de la produccién, para evitar sufrimiento,
contagios y merma en la produccién. En este trabajo vimos que en el 70% de las granjas visitadas se aplicaba
antibidtico inyectable con ocasién de los partos; es un motivo por el que pocas conejas van a consumo.

Las enfermedades del aparato digestivo pesan enormemente en la salud de los conejos, en la economia de
las granjas y en el estado animico de las personas, sobre todo de los cunicultores; los demas no hemos sido
ajenos al desanimo. En el dltimo trabajo aceptado para publicar (World Rabbit Science /WRS, tal vez en junio de
2023): Enfermedades del aparato respiratorio en conejos de granja, explico que desde 1996 hasta 2020 hice 1841
visitas a causa de problemas digestivos. Luego, hicimos (a menudo, en compariia de colegas) 654 visitas por
mixomatosis, 307 por respiratorio, 291 por RHD, 125 por salmonelosis o 58 por toxicosis, entre otras. El Gltimo
caso de intoxicacion grave fue por lincomicina a dosis elevada en pienso de conejas, en 2021; lo publicamos en
el WRS, en 2022, con compafieros clinicos y con profesores de la Auténoma de Barcelona. No obstante, més del
50% de las visitas a granjas fueron de chequeo o revision, sin problemas relevantes.

Es evidente que las granjas de conejos son poblaciones grandes. Los conejos viven deprisa,-y no son animales
més delicados que los cerdos-, como explicd F. Lebas, investigador del INRA en 2000, en el libro Enfermedades
del Conejo. Su sitio Web es recomendable: www.cuniculture.info. Por otro lado, la mayoria de granjas siguen
ritmo de trabajo fuerte, con servicio a 11 dias postparto. Conozco un contrapunto que es sorprendente: visito a
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unos productores que hace mas de 2 afios inseminan 1600 conejas en banda Unica, a 100 dias postparto. Es una
pareja con hijos mayores, que ademas de ganarse la vida (me muestran sus resultados), han incluido un término
no imprescindible en Cunicultura, pero muy valioso: ahora son més felices. Alguna vez me comentaron: “Hace 40
afios nos decias que llevar las conejas al macho en la semana posterior al parto, era una barbaridad”; bueno, en
estos afios ellos trabajaron a postparto, a 11 dias, 25, 60 y ahora 100 dias postparto. He examinado las hembras
que tuvieron en los 40 afios, he compartido sus dificultades y he conocido su evolucién; favorable, claro.

Vuelvo al hilo de la poblacién. Si una granja tiene 1000 hembras inseminadas, puede haber 850 paridas, con 9
gazapos por nido, ademas de 7000 gazapos destetados, de la banda anterior. Es el tamafio medio y parecido
al de las granjas que visito en Espafia. En todo el territorio nacional hay menos granjas de las que habia en el
pasado; pero con méas conejas por granja (a excepcidn de la mayor que existié a finales de los afios 90, con més
de 35.000 conejas, -ya desaparecida-, en Castilla la Mancha). Para trabajar con estas poblaciones, los veterinarios
nos apoyamos en una disciplina —la Epidemiologia-, que incluye los factores de riesgo de enfermedades en las
granjas. En ocasiones, el riesgo estéd vinculado a los conejos (la raza o estirpe, el género, la edad, estado fisio-
l6gico, entre otros) y les predispone a la aparicion de enfermedades. Ademas, hay factores de riesgo externos
a los conejos, que las favorecen; como la época del afio, el alojamiento o el manejo (alimentario, reproductivo,
sanitario), entre otros. A esto hemos dedicado el estudio de nuestra préctica clinica en granjas de conejos y las
publicaciones. Por cierto, la calle donde se celebra el simposio se llama Profesor Pedro Cérmenes. El me intro-
dujo en esta disciplina; lo hizo bien, porque no ha dejado de entusiasmarme.

En cuanto al “mal de patas”, es evidente que el principal factor de riesgo es el peso de los conejos de produc-
cidn (4-6 kg), ademas del alojamiento. A veces hay cepas de estafilococos muy virulentas y lo empeoran. Si cada
hembra tiene reposapatas, la ocurrencia del problema es baja. Actualmente, casi el 90% de los productores los
usan. Aunque las hembras jovenes en recria y las gestantes sin gazapos, con frecuencia estan en alojamientos
mejorables. Ademas, algunas conejas con cria estén algo estrechas (40 cm). Los demaés alojamientos no me des-
agradan. Recuerdo que en los afios 70 y primeros de los 80 hubo productores, como Josep Terrades o Ernest
Santamans, que tenian parques para gazapos (2 x 1 m); pero con malla de metal en el suelo. Tuvieron tantos
problemas que los redujeron a alojamientos para 7-8 gazapos. Queda dicho.

En relacién con las mastitis, a partir de datos de visitas a 500 granjas durante 18 afios, lo méas destacado fue
la influencia de la estirpe de conejos sobre la tasa de enfermas. En cuanto a la reproduccién de las conejas, el
efecto de la salud (por ejemplo, del digestivo), el estado corporal o el ritmo reproductivo, sobre la fertilidad,
fue evidente. En el siguiente estudio a punto de ser publicado, sobre el respiratorio, también encontramos he-
chos interesantes. Desde 1986 hasta 2020, la tasa de conejas con rinitis (290.000 examinadas individualmente)
disminuyé desde el 44 % hasta el 15%. El progreso fue por la profesionalidad de los productores. Ademas, esta
aceptado que en nuestra latitud, en verano hay mas problemas respiratorios. Asimismo, el efecto de la estirpe
es claro; a este respecto, no es de extrafiar que haya cientificos que dediquen esfuerzo a conseguir estirpes
resistentes a la pasteurellosis, entre otras enfermedades. También en el respiratorio encontramos otro resultado
de gran interés; a medida que las conejas son servidas a ritmos maés extensivos, la tasa de enfermas disminuye.
Cuando se conocen factores de riesgo y se controlan, se previenen enfermedades. En suma, si los conejos en-
ferman menos, la frecuencia de tratamientos disminuye, jno es asi?

He pasado de puntillas por los problemas més comunes, los del aparato digestivo, -ya me disculparan-, pero
me planto un poco en mixomatosis y enfermedad hemorragica virica. Son causas de visitas muy destacadas, por
la cantidad de granjas y conejos afectados y por el dafio que soportan los enfermos, con el peor balance cuando
nos referimos a Bienestar Animal: la muerte. Son otros de los problemas duros de soportar para las personas.
Me he referido antes a las mixomatosis, también en plural; asi les recuerdo que hay varias formas de esta enfer-
medad. ;Cuéles son las acciones basicas para su control? j Las relacionadas con vacunas? Segun mi experiencia,
ino! La eliminacién de enfermos y sospechosos es nuclear, mas la limpieza y desinfeccion de los alojamientos;
después, la vacunacién, es evidente. Es una tarea clave, dificil de hacer bien con el ritmo reproductivo intenso.
Pensar en las vacunas solo dos veces al afio es arriesgado. Si ustedes trabajan a 11 dias posparto, mejor planifi-
carlo para vacunar cada 42 dias, a las que toque; y ademas, tener tiempo de aclarar dudas.

Sigo con mixo y virica. En 2019 publicamos un resumen de 30 afios de observaciones. Estas enfermedades
pueden entrar a las granjas en cualquier época. La vacunacién de conejos en riesgo debe ser constante, ade-
més de la Bioseguridad, como sugiero en https://racve.es/files/2020/11/BIOSEG.GRANJ_.CONE_.RACVE_.
Rosell.19.0ct_.2020.pdf. Las mixomatosis son més frecuentes desde agosto hasta abril. La virica por el nuevo
calicivirus también es peligrosa todo el afio, pero con mayor ocurrencia desde marzo hasta agosto. Ayudo en
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la identificacion de casos de mixo con textos y sobre todo con imagenes; a tal fin, jcudnto han servido los telé-
fonos para enviarlas y comunicarnos! Mientras pueda, no dejaré de hacer este esfuerzo, que iniciamos en 1983,
poco después de los primeros focos de mixo atipica. De forma parecida, en el articulo de 2019 (Myxomatosis
and RHD) indico que hicimos 1400 necropsias de casos compatibles con el nuevo calicivirus de la virica; solo el
18,6% de los cadaveres tenian secrecion serosanguinolenta en el hocico. En una granja puede haber conejas
muertas con sangre en el morro, debido a mastitis aguda, neumonia bacteriana o virica (también mixo), incluso
por clostridiosis. Esto lo aprendi en esta facultad y hoy se lo recuerdo a ustedes.

José Luis decia que con 60 afios entre personas no se consideraba médico; yo tampoco. Los productores de
conejos tienen habilidad para detectar parpados inflamados por mixomatosis y mas cosas, qué duda cabe. Pero
los veterinarios tenemos mas préctica con el diagnédstico, incluidos los errores; me parece que esto no necesita
discusién. Mi presentacion en este segundo simposio de ASESCU en Ledn tenia como objetivo: servir a modo
de introduccién sobre el futuro. Es importante saber dénde esté el Norte, claro; pero en mi opinién es clave
recordar por donde hemos pasado. He aprovechado esta excusa, para cubrir otros objetivos; por ejemplo, re-
cordar personas que me ayudaron y, es evidente, reconocer de nuevo a los cunicultores que nos hayan abierto
las puertas de sus granjas. Por ello, he querido compartir algunos resultados de estudios efectuados con inves-
tigadores de la Universidad de Ledn y de otros centros. Ademas, porque son datos de sus granjas; por cierto,
siempre procuramos mantener la confidencialidad. También es una ocasién excelente, para agradecer a los cu-
nicultores que permiten que los alumnos de Veterinaria trabajen unos dias con ellos o les visitemos con ocasién
de las précticas de clinica ambulante. El beneficio de esta generosidad es mutuo, creo yo.
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RESUMEN

En este pequefio trabajo tratamos de, partiendo de una “foto-fija”, que es la situacion actual de la cunicultura
en Castilla y Ledn dentro de Espania, y teniendo en consideracién los procesos legislativos que ya estén afec-
tando al sector cunicola y que se prevé aparezcan en un futuro préximo, tratar de dar unas pinceladas sobre las
posibles vias de supervivencia y desarrollo para las granjas cunicolas en el corto-medio plazo.

Abstract

In this short work, we try to start from a “still photo”, which is the current situation of rabbit farming in Castilla
y Ledn within Spain, and taking into account the legislative processes that are already affecting the rabbit sector
and that are expected to appear in the near future, to try to give some brushstrokes on the possible ways of
survival and development for rabbit farms in the short-medium term.

INTRODUCCION

Empecemos con los nimeros puros y duros.

En Espafa ha habido una clara disminucién del censo de conejos en los Ultimos afos, tanto en el nimero de ex-
plotaciones como en el de cabezas de ganado. Esta disminucién no ha afectado por igual a todas las regiones.
Actualmente Castillay Ledn (Cyl), ha pasado de ser la tercera region tras Catalufia y Galicia en el afio 2015, a ser
la primera en censo, que no en numero de explotaciones, lo que indica que en CyL el tamafio de las granjas es
mayor. Asimismo, en los Ultimos 10 afios, en CyL, al igual que el resto de las CCAA, han desaparecido muchas
granjas antiguas, pero en el caso de CyL se han sustituido por instalaciones de mayor tamafio y méas modernas
lo que ha incrementado significativamente el censo. Todo esto queda patente en las siguientes gréficas que
aparecen en el Informe publicado por la Direccién General de Producciones y Mercados Agrarios, en agosto del
2022, "El sector cunicola en cifras. Principales Indicadores econémicos”.

Grafica 1: Evolucién produccion carne de conejo. Graéfica 2: Censo por CCAA 2015
Espafia 2008-2021
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Grafica 3: Censo por CCAA 2021

Censo de conejos en Espafia por CCAA 2021
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Gréfica 4: Ndmero total de explotaciones cunicolas
por CCAA - 2022
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Tabla 1: Censos ganaderos Direccién General de Producciéon Agropecuaria. Consejeria de Agricultura, Ganad-
eria y Desarrollo Rural

AVILA | BURGOS | LEON | PALENCIA | SALAMANCA | SEGOVIA | SORIA | VALLADOLID | ZAMORA | TOTAL CYL
2020 | 6.995 5.613 60.808 7.905 16.004 25.287 2.899 26.009 23.235 174.756
2021 | 7.178 5.365 59.975 7.774 16.299 24.891 3.610 26.154 22.220 173.466
2022 | 7.259 5.261 60.182 7.561 16.149 27.040 3.774 26.362 21.122 174711
2023 | 7.062 5.191 58.274 7.488 15.898 28.088 3.771 26.358 21.440 173.569
Junta de Castilla y Leén. Datos 2023: enero-febrero.

Gréfica 5. Censo CyL por provincias Gréfica 6: Produccién de carne de conejo por CCAA- 2021
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En CyL hay aproximadamente 174.000 reproductoras segun las estadisticas oficiales, cifra que se mantiene de
forma muy estable al menos desde el afio 2020. También los censos se mantienen muy constantes por provincias.

Por provincias, Ledn es, con diferencia, la que mas censo alberga (34-35%), seguida de Segovia (16%), Vallado-
lid (15%) y Zamora (13%). Las demas provincias estén por debajo del 10%.

Probablemente este censo tan constante que, al contrario de en otras CCAA, no ha disminuido en los dltimos
anos, se debe a que en Valladolid esté el mayor matadero de conejos de Espana, lo que hace pivotar a su alre-
dedor un buen nimero de granjas.

En cuanto a los modelos productivos en CyL, van desde las granjas completamente libres a la integracién total.
Entre ambos modelos hay otros con diferentes grados de verticalizacién que implican en mayor o menor medi-
da, ademaés de al matadero, al centro de IA, a la granja de seleccidon-multiplicacién, fabricante de pienso, etc.
Esté claro que la tendencia ha sido y es, ir a modelos cada vez mas verticales en los que, por economia de escala,
homogenizacién de instalaciones y modelos productivos, de genética, semen, etc., se puedan reducir los costes
de produccién con el fin de poner en el mercado carne de conejo a un precio mas competitivo.

Profundizando un poco més en las "luces y sombras” pasadas y futuras, destacamos los siguientes puntos:
- PRAN (Plan Nacional Resistencia Antibidticos): Los veterinarios especialistas en cunicultura pertenecientes

a AVECU suscribimos en su dia un acuerdo con la Agencia Espafiola del medicamento (ARAC: Acuerdo vo-
luntario para la Reduccién de Antibiéticos en Cunicultura), por el que los veterinarios miembros de AVECU
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(por aquel entonces, un 80% de los participantes en cunicultura), nos comprometimos, entre otras cosas, a
disminuir de forma dréastica el consumo de antibidticos (minimo un 30% de reduccién en 2 afios con referencia
al 2015). Esta disminucién ha superado todas las expectativas, pero ha tenido un fuerte coste para las gran-
jas: aumento de mortalidades, disminucién de rendimientos productivos, etc. En el 2021 se presentaron los
objetivos “Green Deal” de la UE, en los cuales se adquiere el compromiso de reducir todavia més el uso de
antimicrobianos. Concretamente se propone una reduccién de otro 50% para 2030 sobre los datos actuales
de 2021. De manera alineada con esta propuesta, en diversas reuniones mantenidas con la AEMPS y el MAPA,
AVECU se ha comprometido a alcanzar una presion méxima medicamentosa de 350 mg/PCU via pienso en
2025. Es decir, juna nueva reduccién de un 60% sobre la presién que teniamos en 2021! A este respecto afiado
los Unicos datos consolidados y objetivos que he encontrado y que se refieren a la evolucion del consumo de
piensos medicados en la empresa en la que trabajo actualmente.

Tabla 2: Evolucidn presion antibidtica 2015 a 2021 en piensos cunicultura NANTA

2015 2016 2017 2018 2019 2020 2021

mg antibiético/PCU 2190 2118 2088 1169 921 1128 968
Fuente NANTA SAU
En cifras absolutas, en conejos, los datos de 2021 arrojan una disminucién de un 75% de presién antibiética sobre datos de 2016 y de un 22.8% sobre datos de 2020.

Gréfica 7: Reduccidn antibidtica 2020-2022 en NANTA (todas las especies)
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- Legislacion del uso de medicamentos: ahondando en este tema, cada vez los veterinarios de campo lo
tenemos mas dificil para desarrollar nuestro trabajo clinico. Los condicionantes legales son tan fuertes que
limitan en extremo nuestra toma rapida de decisiones. Esto, unido al punto anterior, contribuye en gran me-
dida al agravamiento de los procesos patoldgicos en las granjas, con la consiguiente pérdida de rendimiento
econdémico.

- Descenso en el consumo de carne de conejo: las cifras son claras. Cada afio la carne de conejo va
perdiendo cuota de mercado con el resto de las carnes tanto en cifras absolutas como relativas. Del
2020 al 2021 la disminucién del consumo de carne de conejo en los hogares espafioles ha sido del
13,63%, y del 2021 al 2022 del 18,35%. El consumo per cépita en Espafna durante el 2021 ha sido de sdlo
0,84 kg (datos de los Indicadores trimestrales de cunicultura, enero 2023, que publica el MAPA). La cu-
nicultura como sector, vertebrada a través de su interprofesional (INTERCUN), y con la financiacién de
la Extensién de Norma que se va renovando cada afio, trata de poner freno a esta incesante pérdida,
pero parece que todavia no ha dado con la tecla. Consideramos muy importante seguir trabajando en
este punto porque es lo que realmente va a hacer que el sector tenga futuro. En la Gréfica 8 también
vemos que en Espafa se produce mas carne de conejo que se consume y esta diferencia se ha acre-
centado en los Ultimos afios (un 120% de abastecimiento en el afio 2021), por lo que las exportaciones
cada vez cobran mayor importancia.
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Griéfica 8. Evolucién consumo versus Graéfica 9. Precios conejo vivo 2021-2023
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- Bienestar animal: cada vez son mas las voces que se pronuncian en Europa en contra del uso de jaulas en
produccién animal. La tendencia parece imparable viendo lo que esta pasando con las gallinas y los Ultimos
informes publicados al respecto (Boletin Europeo de noticias n°® 9-2023). Esta situacién de incertidumbre
sobre “qué va a pasar en los préximos afos”, limita el crecimiento del sector. No esté claro el modelo de
granja que va a prevalecer. También en este apartado citaremos que el racionamiento, forma cada vez més
importante de controlar la EEC, también esta en el candelero por lo que significa en cuanto a limitacion del
consumo voluntario de los animales.

- Precio conejo versus costes de energia y pienso: el incremento de los costes de energia y pienso desde
el inicio de la guerra de Ucrania ha sido enorme lo que, como en otros sectores, ha puesto en serio peligro
la viabilidad econdmica de muchas granjas. Es la “tormenta perfecta”: menos produccién (ver puntos ante-
riores) con mayores costes, Sin embargo, la evolucién del precio del conejo en lonja también ha estado muy
por encima de los pasados afios. En lo que va del 2023 hasta el momento de escribir este articulo, el precio
de la lonja de Madrid se ha mantenido en 2,40 €/kg sin ninguna fluctuacién. A pesar de este incremento, las
cuentas del cunicultor no acaban de salir. Para seguir viviendo de este negocio hay que hilar cada vez més fino
y trabajar para obtener los mejores resultados productivos. Cualquier fallo se paga con la falta de rentabilidad
y con problemas de pura subsistencia.

- Sostenibilidad y Medio ambiente: otro aspecto que cada vez estd mas presente en las producciones gana-
deras. Europa estd empefiada en disminuir la huella de carbono y de nitrégeno, en general, y de la actividad
ganadera, en particular. Los RD publicados ya para regular los sectores porcino, avicola y bovino incluyen de
forma destacada medidas para conseguir este fin. Las granjas deben conocer cémo impactan en el medio
ambiente y proponer medidas correctoras para mejorar dicho impacto. Todo medible, objetivable y que debe
formar parte del Sistema de Gestidn Integral de cada granja. Es necesario ir prepardndose para esto porque
llegaré en breve, también para la cunicultura.

- Profesionalizacién: toda verticalizacion conlleva la imposicion de un estilo-modo de trabajo definido en
mayor o menor medida por el verticalizador y que implica siempre una ardua recogida de datos y delega la
toma de decisiones en terceras personas. Normalmente esto deviene en una mayor profesionalizacion del
sector. Son decisiones tomadas con mas criterio, aunque pueden chocar con el criterio del propio cunicultor.
También el cunicultor, esté o no dentro de uno de estos sistemas, debe preocuparse por su formacién y por
la de sus trabajadores con el loable objetivo de hacer las cosas cada vez un poco mejor.

- Asesoria técnica: hablando de granjas libres, la cantidad de asesores que las visitan es cada vez mayor: vete-
rinario del pienso, personal del centro de IA, del matadero, de los centros de genética, laboratorios, ... Esto
podria ser positivo pero la realidad muestra que tantas opiniones, muchas veces dispares, sélo contribuyen a
que el cunicultor tome decisiones no siempre afortunadas. En este sentido, la Administracion es consciente
de la importancia de que en todas las granjas haya una figura, la de Veterinario de Explotacién, que de
forma contractual actie como tal y que vertebre todas estas “influencias”. Esperamos que en breve se publi-
que un nuevo RD que regule el sector cunicola como ya se ha hecho con el porcino, la avicultura o el bovino.
Veremos en qué queda todo esto.

- Sanidad: si decimos que cada vez el uso de antibidticos va a estar més limitado, mantener una correcta sani-
dad de las granjas obligara a profundizar y mejorar todas “las patas” que sostienen la produccién: manejo,
instalaciones, etc. Todo esto ha de desarrollarse bajo el paraguas de las buenas practicas de Bioseguridad.
Habré que planificar e implementar un programa especifico para cada granja teniendo en cuenta sus particu-
laridades. También cambiar el ritmo reproductivo a intervalos parto-parto més largos, o disminuir densidades
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puede ser una via de mejora sanitaria, pero esto siempre hay que implementarlo de forma que no ponga en
riesgo la sostenibilidad econémica de las granjas.

- Auditorias: queremos finalizar con este punto porque consideramos que tiene que convertirse en una he-
rramienta esencial para el desarrollo a futuro de las granjas. Hacer un estudio objetivo y exhaustivo de cada
explotacidn para conocer sus puntos fuertes y los que no lo son tanto, desarrollar un plan de mejora consen-
suado con el granjero y sus trabajadores, implementarlo, reevaluarlo en el plazo que se decida, y seguir con
este flujo de acciones "hasta el infinito”, se nos antoja la forma mas profesional de encarar el incierto futuro
que nos tocara vivir en los préximos afos.

Tratando de resumir, diremos que la maxima Darwinista de “adaptarse o morir”, se hace cada vez mas presente
en la actividad ganadera, en general, y en el sector cunicola, en particular. Es necesario reflexionar sobre lo que
nos depararé el futuro inmediato y tratar de tomar las medidas oportunas para sobrevivir al impacto. Informa-
cién es poder. Pero no sirve de nada sin una adecuada actitud para adaptarse a estos cambios y tratar de verlos
como oportunidades competitivas. Siguiendo el topico, “el futuro ya estad aqui”. Toca afrontarlo con valentia y
profesionalidad. Y sin olvidarnos de seguir y potenciar la promocién de la carne de conejo porque sin consumo
“no hay paraiso”.

47 SYMPOSIUM DE CUNICULTURA @ 27



PONENCIAS

Ganaderia de precisién en
una cunicultura sin jaulas

Precision livestock farming in cage-free rabbit rearing

Cambra-Lopez M*
Instituto de Ciencia y Tecnologia Animal, Universidad Politécnica de Valencia, 46022, Valencia, Esparia.
*macamlo@upvnet.upv.es

Resumen

La ganaderia de precision se basa en el uso de la tecnologia para monitorizar a los animales mediante sensores.
Su implementacién préctica puede suponer un avance significativo en el manejo animal y la gestion técnico-
econdmica de la produccién animal. El potencial de la tecnologia es enorme y puede servir como ayuda para los
profesionales en distintos campos dentro de la produccién cunicola. El objetivo de este trabajo es analizar cdmo
las herramientas de precisién pueden ayudar en la transicién hacia sistemas de produccion de bajo impacto,
innovadores y sin jaulas; y plantear algunas oportunidades en un escenario de sistemas de alojamiento sin jaulas
en cunicultura intensiva.

Palabras clave: produccién animal, cunicultura, monitorizar, sensores, tecnologia, eficiencia.

Abstract

Precision livestock farming uses technology to monitor animals with sensors. Its practical implementation can
contribute to improve animal care and the technical-economic management of animal production. Technology
has a high potential and can be useful for the people working in the rabbit sector in different fields. The objective
of this work is to analyze how precision tools can help in the transition towards low-impact, innovative and cage-
free production systems; and address opportunities in a cage-free scenario in intensive rabbit rearing.

Keywords: livestock production, rabbit rearing, monitor, sensors, technology, efficiency.

Redefiniendo los sistemas de produccién ganaderos

La ganaderia moderna utiliza la tecnologia para mejorar la produccién, el bienestar y la salud animal, optimizar
el consumo de recursos y facilitar las labores de trabajo. Se trata ademéas de una actividad estratégica y verte-
bradora del territorio, que juega un papel fundamental en la economia local, en el desarrollo y el crecimiento de
la sociedad, asi como en la conservacién de la biodiversidad y en la fijacién de la poblacién en el mundo rural.

Sin embargo, como cualquier otra actividad productiva, la ganaderia consume recursos y genera impactos
negativos sobre la calidad del aire, los cursos de agua superficial y subterrénea, el suelo, y el clima global (Tullo
et al.,, 2019). Los animales utilizan un conjunto de materias primas y recursos que transforman en productos de
origen animal como la carne, la leche y los huevos, entre otros. El objetivo es que esta transformacién se realice
con la mejor eficiencia bioldgica y econdmica posible; sin comprometer el medioambiente y el bienestar tanto
de los animales como de las personas que los atienden (Gasa, 2018). Sin embargo, la eficiencia en la conversion
del alimento es baja en general y variable entre especies, generando una serie de pérdidas (mayoritariamente
en forma de nutrientes no aprovechados por el animal).

El marco legal actual que regula la produccién ganadera es cada vez mas exigente; asi como la creciente
concienciacion social sobre cémo producimos. A pesar de los enormes avances que se han realizado en los
sistemas de produccién, manejo animal y eficiencia, la percepcién de la sociedad sobre los modelos de produc-
cién ganaderos es tristemente bastante negativa, y generalmente se asocia la ganaderia con una actividad muy
industrializada (y por lo tanto con insuficiente bienestar animal) y extremadamente contaminante (Gasa, 2018). La
divulgacién de la informacion acerca de los sistemas de produccién ganaderos, muchas veces sesgada, alimenta
este debate e impacta sobre la opinidn publica también negativamente. En este escenario, los sistemas de pro-
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duccién especializados e intensivos estan siendo cuestionados, y esta presién social condiciona como y dénde
producimos, como tratamos a los animales y se demanda rendimiento de cuentas del impacto medioambiental
que esta actividad genera.

La ciudadania exige mejoras en los sistemas de produccién animal y las cadenas de alimentacién mun-
diales. Un 94 % de las personas en Europa cree que proteger el bienestar de los animales de granja es
importante, y el 82 % cree que los animales de granja deberian estar mejor protegidos (Compassion in
world farming, 2020). Estas preocupaciones se articulan en diferentes movimientos e iniciativas sociales,
asi como dentro de las prioridades de la Unidn Europea (UE) establecidas en la Estrategia Farm to Fork y
Green Deal. En estas Ultimas, se sefiala la mejora de la legislacién sobre el bienestar animal y la sosteni-
bilidad de la produccién ganadera como lineas clave para la UE. Por ejemplo, la iniciativa “One Welfare”
reconoce las interconexiones entre el bienestar humano, el bienestar animal y la integridad del medio
ambiente (Pinillos et al., 2016). Otro ejemplo reciente y muy ilustrativo es la iniciativa ciudadana “Ponga-
mos fin a la era de las jaulas” (“End the Cage Age”) que recibidé en 2020 un apoyo masivo a nivel europeo
con 1,4 millones de firmas. A partir de esta iniciativa ciudadana, la Comisién Europea se comprometid
a presentar una propuesta legislativa para eliminar los sistemas de alojamiento individual y en jaulas en
2027 (DG Health and Food Safety, 2021).

El sector cunicola en Esparia debe abordar este desafio, ya que practicamente toda la produccién se basa en la
cria en jaulas colectivas para los animales jévenes y jaulas individuales para las conejas reproductoras (DG Health
and Food Safety, 2017). El informe encargado por European Parliament Policy Department for Citizens'Rights
(Heezen, 2020) subraya la necesidad de redisefar los alojamientos en cunicultura. Los animales alojados en
jaulas colectivas sin enriquecimiento ambiental no pueden expresar libremente su comportamiento natural,
como correr, saltar o esconderse. Ademas, el alojamiento individual limita el contacto social (Kollenda et al.,
2020). Por lo tanto, para cumplir con las exigencias anteriores, es muy probable que el manejo de las conejas
reproductoras deba ser en grupo o semigrupo y los conejos de engorde deban alojarse en parques colectivos
con un ndmero de individuos superior al actual, aumentando asi la superficie total disponible por animal (pro-
bablemente > 20 animales). Otros paises, como Paises Bajos, Alemania, Suiza, y Bélgica ya han implementado
comercialmente sistemas de engorde en parques que incluyen plataformas y zonas de refugio. Sin embargo, los
sistemas en grupo, especialmente para reproductoras, complican el manejo animal, reproductivo y la alimenta-
cién individualizada (Van Damme et al., 2023). En el engorde, con tamarios de grupo grandes, se puede elevar
el riesgo de transmision de enfermedades, especialmente de trastornos digestivos que aumenten la mortalidad
post-destete (Gidenne et al., 2012).

En este contexto, cobra relevancia el término de intensificacion sostenible. Este concepto, en el contexto ga-
nadero, trata de conjugar la definicién tanto de sostenibilidad como de intensificacién. Garnett y Godfray (2012)
lo definieron como una forma de produccidon en la que “se mejoran los rendimientos productivos, sin impacto
ambiental negativo y sin el uso de mas superficie de cultivo”; es decir producir “més con menos”. Atendiendo
a las definiciones de sostenibilidad e intensificacién, podemos pensar que la intensificacién sostenible en ga-
naderia es una contradiccion y que se trata de un oximoron, pues la ganaderia sostenible no deberia entonces
incluir sistemas de produccién donde los animales estan estabulados todo el afio en el interior. Aqui es donde la
ganaderia se enfrenta a las mayores incertidumbres y desafios para alcanzar la sostenibilidad.

La adopcién sistemas de produccidén con mayor grado de confinamiento, y la concentracién de la produccién
en un numero menor de explotaciones también ha estado acompafada de un gran incremento en la produccién
(Fraser, 2006). Las granjas son cada vez de mayor tamano, buscando maximizar la rentabilidad y aprovechar las
economias de escala. Estas granjas modernas alojan un gran nimero de animales que dependen en gran me-
dida del cuidado de las personas. Sin embargo, con un nimero elevado de animales, el cuidado individual de
éstos se complica. Mas animales implica menos tiempo para atender las necesidades individuales (Berckmans,
2017). Las infecciones en grupos grandes pueden tener consecuencias desastrosas, mientras que la reduccion
del uso de antibidticos es un desafio prioritario (PRAN, 2022).

Ante esta situacion, la intensificacién a través de la aplicacidén del conocimiento, la innovacion tecnoldgica y
la implementacion de herramientas de ganaderia de precisién es esencial. Sin embargo, la realidad del sector
productivo es muy diversa, incluyendo sistemas intensivos y extensivos. Ademas, los futuros escenarios posibles
de produccién a los cuales nos enfrentamos son también diversos. Hace unos afios, Garnett (2015) describié
cuatro escenarios para la produccién animal y el consumo de alimentos (Figura 1). Los escenarios difieren en la
inclusion o exclusién de carne contemplando tanto cambios en la demanda y el comportamiento humano como
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mejoras en la productividad de los sistemas. Es muy probable que las crecientes presiones sobre el sistema de
produccién y su diversificacidon conduzca a escenarios sin carne, con modelos de produccién de carne artificial
que convivan con modelos vegetarianos. Para aquellos escenarios con animales, esta autora define un escenario
basado en la ganaderia extensiva, donde la cria de animales puede realizarse a partir de subproductos y recursos
sobrantes, aprovechando la economta circular. Asimismo, aparece descrito el escenario de ganaderia inteligen-
te, donde se abastece de carne, lacteos y productos de acuicultura en sistemas de produccién ultra-intensivos,
altamente tecnificados, donde prima la precisién y la eficiencia.

Figura 1. Cuatro escenarios futuros para la produccién animal. Fuente: Adaptada de Garnett (2015).
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En el futuro de la produccidon animal, la solucién probablemente pase por coger un poco de cada escenario.
La convivencia entre los modelos extensivo e intensivo de produccidn cobraré sentido; la ganaderia extensiva
como complemento de la intensiva y viceversa. Pero no hay debate en que necesitamos una produccién enor-
memente eficaz y aceptada socialmente. Ademas, los sistemas de alojamiento sin jaulas imponen demandas
especificas para los productores, que precisan de herramientas para responder a las necesidades individuales
de los animales.

El objetivo de este trabajo es analizar cémo las herramientas de precision pueden ayudar en esta transicion
hacia sistemas de produccién de bajo impacto, innovadores y sin jaulas y plantear algunas oportunidades apli-
cadas a un escenario de sistemas de alojamiento sin jaulas en la cunicultura intensiva.

¢Qué es la ganaderia de precisiéon? ; Cé6mo nos puede ayudar?

La ganaderia de precisién (PLF, por sus siglas en inglés de Precision Livestock Farming) se basa en el uso de la
tecnologia para monitorizar a los animales mediante sensores. Su objetivo es manejar a los animales a través de
la monitorizacién continua, automatizada y en tiempo real de la salud, el bienestar, la produccién, la reproduc-
cién y el ambiente (Berckmans, 2017).

Se trata de una herramienta esencial para el personal ganadero en el escenario actual de produccion, quizés
decisiva ante los desafios planteados anteriormente. La PLF incluye herramientas tecnoldgicas para controlar a
los animales y/o su ambiente y servir de ayuda a las personas que se encargan de tal fin. Actualmente, la tecno-
logia disponible es muy potente y permite ampliar la informacién que el personal encargado del cuidado de los
animales puede tener. Para ello, la PLF aplica principios y técnicas de ingenieria de procesos para monitorizar,
modelizar y manejar autométicamente la produccién animal (Norton et al., 2019; Tullo et al., 2019).

Esta disciplina comenzé en los afios 90, pero fue en 2001, cuando se propuso el término PLF por primera vez.
Mas tarde, en 2003, en la primera conferencia europea sobre PLF celebrada en Berlin, se establecieron las carac-
teristicas clave que determinan cémo monitorizar a los animales. Se describié que los organismos vivos son sis-
temas Complejos, Individualmente diferentes, Temporalmente variables y Dindmicos — llamados sistemas CITD.
Estas caracteristicas de los sistemas animales definen en gran medida cémo monitorizar a los animales (medir,
modelizar, monitorizar y gestionar la informacién sobre los mismos). Como el resto de organismos complejos, los
animales son Unicos y dindmicos. Ademas, su respuesta (fisioldgica, por ejemplo) ante un determinado estimulo
o agente estresor (por ejemplo, una reduccién de pocos grados en la temperatura ambiental) es variable en el
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tiempo, pudiendo variar con la edad o peso vivo. Esto justifica que la monitorizacién deba ser a tiempo real y
continua, las 24 horas al dia, los 365 dias al afo.

En este sentido, la PLF se convierte en una herramienta de gestién activa, adaptable y clave para la toma de
decisiones que optimicen la gestidn técnico-econdmica del sistema. Su implementacion practica puede supo-
ner un avance significativo en el manejo animal y gestidn global de la granja dado que abre la puerta a una toma
de decisiones objetiva sobre los pilares fundamentales de la produccién animal como la nutricién, reproduccién,
salud y genética; precisando de la colaboracién entre todos los profesionales.

En el contexto actual, con grandes granjas y animales alojados en grupos cada vez mas numerosos, las perso-
nas encargadas del cuidado y cria de los animales pueden beneficiarse de la ayuda de herramientas automaéticas
que permitan monitorizar de forma continuada y a tiempo real a estos animales, de forma grupal o individualiza-
da. Eltipo de informacién que podemos manejar en este &mbito es extraordinario, por ejemplo: la identificacion
individual de los animales, su comportamiento, el peso vivo, la condicién corporal, el estrés por calor, la tasa
de respiracién, las interacciones sociales, el consumo de pienso, la conversién del alimento... algunos autores
incluyen emociones (dolor y frustracion, por ejemplo). A continuacién, se describen algunos ejemplos de como
puede ayudar a los profesionales del sector. Para ilustrar estos casos, me centraré en cémo las herramientas de
precision pueden apoyar a los profesionales de tres ambitos concretos: veterinaria, genética y nutricién.

Respecto a la veterinaria, la PLF tiene un elevado potencial para mejorar la salud animal a través del diagnésti-
co precoz de enfermedades. El conocimiento de las bio-respuestas (respuestas fisioldgicas o comportamentales
ante cambios ambientales) de los animales en tiempo real, permite realizar acciones rapidas que beneficien a
los animales en ese momento, de forma maés eficaz que sin ese conocimiento (Brown-Brand| et al., 2019; Bus
et al., 2020). Por lo tanto, se trata de tecnologias con un inmenso potencial para la deteccién temprana de en-
fermedades, proporcionando una alerta anticipada y automatica de posibles animales enfermos. De hecho, la
deteccion temprana de enfermedades permite adelantar la aplicacién del tratamiento, que puede ser totalmen-
te dirigido y selectivo solo para los animales que muestren los primeros signos de enfermedad, contribuyendo
a mejorar su efectividad. Esta utilidad es una de las principales aplicaciones y oportunidades de la PLF, en un
contexto de reducciéon del uso de antibidticos y es especialmente relevante en animales alojados en grupo,
donde el riesgo de propagacién de enfermedades es considerablemente més alto que en otras situaciones.
Para detectar la apariciéon incipiente de un brote, podemos monitorizar diferentes variables de comportamiento
animal (comportamiento alimenticio y/o de bebida) y aplicar tecnologias de seguimiento (animal tracking) junto
con visién computarizada de animales individuales, entre otras. Esta tecnologia podria utilizarse potencialmente
en conejos jovenes en crecimiento, més concretamente alrededor del destete cuando maés probabilidad hay de
que aparezcan trastornos digestivos.

En cuanto a genética, los desarrollos en la PLF han permitido el uso de fenotipado o monitorizacidn "de alto
rendimiento” (high-throughput phenotyping). Las herramientas de precision permiten recoger cientos de rasgos
de manera continua de muchos animales al mismo tiempo. El fenotipado de alto rendimiento en las poblaciones
de animales de granja tiene dos ventajas segin Pérez-Enciso et al. (2021): (1) se pueden definir y medir rasgos
novedosos que no podrian ser registrados antes (por ejemplo comportamiento alimentario, eficiencia alimenta-
ria, temperatura corporal e incluso comportamientos méas complejos como la sociabilidad, entre otros); y (2) los
rasgos clésicos ahora pueden registrarse automaticamente, de forma continua y no invasiva, sobre un elevado
numero de animales en condiciones de campo (hasta ahora esto solo era posible en ntcleos con una poblacién
de animales “élite”). Un ejemplo que ilustra este caso es la obtencién de datos de peso vivo y/o condicién cor-
poral individual a través del uso de imagen, mediante camaras 2D & 3D. Segun Neethirajan y Kemp (2021), ante-
riormente, estas observaciones tenian que llevarse a cabo con mucho tiempo y dedicacién de recursos humanos
y econdmicos, e incluso entonces, los resultados eran imposibles de estandarizar u obtener continuamente.
Segln estos autores, el fenotipado digital ofrece informacion objetiva, fiable, robusta y repetible, que puede
servir para desarrollar estdndares y plataformas de intercambio de la informacién a largo plazo.

En el &rea de la nutricidn, se han probado con éxito las tecnologias de PLF basadas en la identificacidn indivi-
dual para desarrollar sistemas de alimentacién electrénica. La identificacién por radiofrecuencia (RFID) es una
tecnologia que sirve para identificar y rastrear animales individuales mediante el uso de ondas de radio y campos
electromagnéticos. Los sistemas RFID consisten en etiquetas (microchip) que se colocan en los animales a iden-
tificar y un lector (antena) para recibir y transmitir la informacién (Brown-Brandl et al., 2019). Estos sistemas RFID
se utilizan con éxito para regular la alimentacién de cerdas gestantes y cerdos de engorde alojados en grupo.
Su uso permite el seguimiento continuo y automético del consumo individual (tipo y cantidad de pienso), asi
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como el estudio del comportamiento alimenticio (frecuencia, duracion y tasa de alimentacion; Bus et al., 2021).
Esto, permite la implementacién de un sistema de alimentacion a medida. Con la ayuda de herramientas de
precision de identificacién animal, tipo RFID, es viable ajustar el suministro de nutrientes a los requerimientos
individuales de los diferentes animales que viven en grupos. Esta tecnologia podria utilizarse potencialmente en
alojamientos semi-grupales en conejas ya que la creacién de grupos estables llevaré a convivencia de animales
de diferentes tipos (madres y gazapos) y estados fisioldgicos (lactantes y no lactantes).

Sensores y el proceso para manejar los datos de campo

Para medir las respuestas de los animales y cdmo interactian con su ambiente, podemos distinguir sensores
portétiles y sensores remotos. Estos también pueden combinarse. Generalmente, son preferibles los sensores
remotos, dado que no son invasivos. La eleccidn de uno u otro depende de las necesidades, pero generalmente,
los sensores deben cumplir todas o alguna de estas funciones:

i. Identificar animales individualmente (animal recognition)
ii. Realizar un seguimiento (animal tracking) individual de los mismos (rastrear su posicion, evolucién del
crecimiento, monitorizar su comportamiento...)
iii. Controlar el ambiente donde se alojan de forma continua y a tiempo real

Los sensores portatiles pueden medir variables fisiolégicas. Algunos ejemplos son: (1) termdmetros y camaras
infrarrojo para medir temperatura corporal, (2) implantes, sensores basados en fotopletismografia o electrocar-
diografia para medir ritmo cardiaco, (3) sensores digitales de humedad para medir sudoracién, (4) bolos para
medir salud intestinal, (5) comederos inteligentes para medir comportamiento alimenticio, (6) micréfonos para
medir salud respiratoria, (7) acelerébmetros, pedémetros y GPS para medir actividad - localizacién y velocidad de
movimiento y (8) RFID para identificar y medir localizacién y comportamiento.

Los sensores remotos se asocian a cdmaras o microfonos. La imagen y visidén computarizada se ha utilizado para
numerosas aplicaciones tanto en aves como en porcino. Algunas de ellas, han dado paso a prototipos comer-
ciales como, por ejemplo, una cdmara 3D para monitorizar automaticamente el peso de cerdos de engorde. La
cémara, instalada de forma cenital en la nave graba los movimientos de los animales y predice el peso vivo con
una exactitud aceptable para cerdos > 40 kg. Las cdmaras para la identificacién individual de los animales se
pueden utilizar mediante la variacidn en la apariencia (conformaciéon y color del pelaje) del animal completo, el
marcado visual o trabajar en combinacién con etiquetas RFID. Otro ejemplo comercial en el porcino de engorde
es la utilizacion del sonido para predecir la salud respiratoria de los cerdos. A través de un micréfono integrado
con un sistema de inteligencia artificial, se analiza el sonido (toses). Este modelo puede predecir la aparicion de
enfermedades respiratorias porcinas antes de que las personas observen los primeros sintomas.

En este contexto, con la amplia gama de sensores existentes — 0jo, no todos ellos disefiados para animales, ni
comercialmente disponibles — lo complicado no es conseguir los sensores. No se trata solo de conseguir datos,
sino de informacién de calidad. Por ejemplo, la cdmara Kinect (Microsoft), es capaz de ofrecer imégenes de
profundidad y puedes adquirirla a un coste muy bajo. Sin embargo, el reto es conseguir transformar los datos
de los sensores en algoritmos fiables y robustos que puedan responder a la pregunta en cuestion y predecir la
respuesta. Para ello, debemos predecir la variable objetivo, que exista un criterio de referencia (gold standard) y
una variable caracteristica (feature variable) que puedas medir de forma simple en el animal con exactitud (Berc-
kmans, 2013). La variable objetivo se relaciona directamente con el objetivo final del algoritmo. Por ejemplo, el
estado de salud de un animal. jEstéd enfermo? Puede contestarse con Si o No. La variable caracteristica es la
que medimos. Se calcula a partir de las mediciones sobre el animal a nivel de campo y que son captadas por
las sefiales de sensores portatiles o remotos. Aqui el desafio es elegir bien la/s variable/s a medir, dado que los
animales pueden expresar lo mismo de diversas formas. El criterio de referencia es totalmente necesario y se re-
duce normalmente a una forma generalmente aceptada por consenso de medir el estado de la variable objetivo.
Establecer un criterio de referencia exacto es uno de los elementos mas dificiles de desarrollo de algoritmos PLF.

Oportunidades de ganaderia de precision en sistemas de alojamiento sin jaulas en cunicultura
Los sistemas de alojamiento sin jaulas en cunicultura se asocian a sistemas con una mayor actividad locomotora
de los animales. En primer lugar, los sistemas con mayor libertad de movimiento, muestran una menor eficiencia

alimenticia que puede resultar en una disminucién de la productividad animal (Machado et al., 2019; Matics et
al., 2019) y de la rentabilidad y sostenibilidad de la granja, comparado con sistemas donde la actividad fisica
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de los animales es menor. Ademas, el alojamiento en grupo dificulta la alimentacion de precision, ajustada y a
medida de cada individuo en cada momento. Utilizando el enfoque de alimentacion de la poblacién o grupo, las
variaciones individuales segun el estado fisioldgico, la condicién corporal, la genética o la salud animal no pue-
den atenderse (Pomar y Remus, 2019). En segundo lugar, los sistemas de alojamiento en grupo provocan estrés
social y aparecen comportamientos agonisticos para establecer la jerarquia. Estos comportamientos agresivos
entre animales pueden aparecer para establecer las relaciones sociales y mantenerse cuando compiten por re-
cursos limitados. Por ejemplo, en conejas hembras alojados en grupo, se han descrito interacciones agresivas y
una elevada mortalidad de hembras reproductoras y crias (Pérez-Fuentes et al, 2020; Szendrd et al., 2019). Final-
mente, los sistemas sin jaulas también suponen un mayor riesgo de transmisién de enfermedades que afectan
negativamente la salud y el bienestar de los animales. Esto podria aumentar la necesidad de utilizar antibidticos
en un contexto de demanda para reducir su uso (PRAN, 2022). En conejos de engorde, los trastornos intestinales
como, entre otras enfermedades, la enteropatia epizodtica del conejo (ERE) son una de las principales causas
de mortalidad. El aumento de la mortalidad tiene un impacto negativo en la rentabilidad de la granja (Gidenne
et al., 2012).

Ante estos desafios, la tecnologia es una herramienta muy potente que ofrece un potencial enorme para con-
tribuir a resolver algunos de estos desafios hacia una cunicultura que pueda mantener la productividad animal,
la rentabilidad y sostenibilidad de la granja. La Tabla 1 muestra algunas de las oportunidades que ofrecen las
herramientas de precision, aplicadas a un escenario de sistemas de alojamiento sin jaulas en cunicultura, asi
como los distintos tipos de sensores que podrian utilizarse. El potencial es enorme y la tecnologia puede servir
como ayuda en distintos campos dentro de la produccién cunicola. Sin embargo, son muy pocas las tecnologias
que estan siendo desarrolladas y/o validadas para esta especie. En general, aunque los avances cientificos en el
campo de la investigacién son a veces suficientes, la implementacidn es todavia muy limitada, casi en todas las
especies. Esto requiere conciliar los avances cientificos con la innovacién y transferencia tecnoldgica préctica.
Para ello, es esencial trabajar en colaboracién investigacién — sector — industria.

Tabla 1. Oportunidades que ofrecen las herramientas de precision, aplicadas a un escenario de sistemas de
alojamiento sin jaulas en cunicultura.

Desafios Oportunidades Sensores

Eficiencia alimentaria | - Monitorizacidn continua del comportamiento alimenticio RFID

y ajuste a las necesi- - Monitorizacién continua del peso y condicién corporal Cémara + RFID

dades nutricionales de | - Desarrollo de sistemas de alimentacién de precision que se ajuste

cada individuo a las necesidades nutricionales individuales

Agresiones y compor- | - Identificacion de agresiones y animales agresivos Cémara + RFID

tamientos agonisticos Acelerometros
i Microfono?

Riego de transmision | - Deteccidn precoz de signos de enfermedad RFID

de enfermedades - Tratamientos veterinarios selectivos e individualizados Cémara + RFID

Acelerémetro
iMicréfono?

RFID: identificacién por radiofrecuencia

Conclusiones

La ciudadania demanda mejoras en los sistemas de produccién animal y exige que el animal y sus necesidades
sean el nucleo de los mismos. La enorme transformacion del sector ganadero en los Gltimos afios, como el sector
cunicola, ha revolucionado los sistemas de produccidn actuales, asi como el tipo de alojamiento de los animales.
Las granjas capaces de afrontar los cambios y que sobreviven en esta situacion tan inestable, son generalmente
cada vez de mayor tamanfo, buscando maximizar la rentabilidad y aprovechar las economias de escala. Estas
granjas modernas alojan un gran nimero de animales que dependen en gran medida del cuidado de las per-
sonas. Sin embargo, las personas tienen un tiempo limitado para el manejo de los animales diariamente, y esto
dificulta la atencién y cuidado individualizado de los mismos.

Las herramientas de precisiéon en ganaderia pueden ayudar al sector productor en el cuidado de los anima-
les, facilitando una mayor comprension de las necesidades individuales de los mismos. En este sentido, se ha
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convertido en un aliado fundamental para la toma de decisiones optimizadas en granja. Permite incorporar
nuevas variables sobre los animales de manera individualizada, objetivas, simples de medir y fiables sobre sus
bio-respuestas en todo momento (24/7). Todo esto de forma automatizada, sin aumentar los costes de mano de
obra. Esta informacién procedente de sensores debe integrarse en la gestién técnica de la empresa ganadera,
combinando de forma innovadora, los datos productivos, econémicos y de rentabilidad, con las necesidades
reales de los animales. Ademas, favorecerd una nueva industria digital, con flujos de informacién continuos que
pueden ir de los animales hasta los consumidores que quieren conocer en detalle cdmo se han criado cada uno
de los animales. La informacidon podré intercambiarse y conectarse entre granjas de una forma répida y directa,
abriendo paso a una nueva industria que pueda compartir su imagen, sus avances y sus resultados con la socie-
dad de una forma abierta y transparente, favoreciendo asi su aceptacion. Esto puede contribuir sin duda, a acer-
car posiciones entre las demandas sociales y las del sector productivo, contribuyendo a alcanzar los més altos
niveles de produccidn, eficiencia, resiliencia y bienestar en la cria de animales para la produccién de alimentos,
seguros, nutritivos y de calidad.
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Resumen

Las infecciones provocadas por Staphylococcus aureus son un problema de primer orden en cunicultura. Las le-
siones mas habitualmente asociadas a esta bacteria son dermatitis supurativa, abscesos, pododermatitis y mastitis.
La estafilococosis en granjas de conejos esté relacionada con cepas mayoritariamente asociadas al complejo clonal
(CC) 121, siendo el segundo mas comun el CC96. Las cepas asociadas al CC121 se consideran cepas més virulentas
que las asociadas a CC96, observandose diferencias de infectividad a nivel experimental y en la respuesta inmu-
nitaria de los conejos frente a ambos tipos de cepas. Mediante un anélisis filogenético se ha comprobado que las
cepas de conejo pertenecientes al CC mayoritario proceden de un salto desde el humano al conejo, donde resulté
clave el gen ditB, localizado en el cromosoma central, y sin intervencién de elementos genéticos méviles. Uno de
los problemas mas importantes para combatir la estafilococia es la resistencia a antibidticos. Las cepas proceden-
tes de granjas de conejos y resistentes a meticilina (LA-MRSA) son multirresistentes y pertenecen mayoritariamente
al CC96. Con el objetivo de seguir investigando la evolucidn y las caracteristicas de las cepas de S. aureus y como
se relacionan con los conejos y facilitar el anélisis de datos se ha desarrollado una aplicacién basada en Power BI®
que permite introducir datos con diversos formatos y origen y analizarlos de forma intuitiva y visual.

Palabras clave: Staphylococcus aureus, patologia, conejo.

Abstract

Infections caused by Staphylococcus aureus are a major problem in rabbit farming. The most common lesions
associated with this bacterium are suppurative dermatitis, abscesses, foot rot and mastitis. Staphylococcosis in
rabbit farms is related to strains mostly associated with the clonal complex (CC) 121 and, secondly, CC96. CC121-
associated strains are considered more virulent than CC96-associated strains, with differences in infectivity ob-
served in experimental infections and in the immune response of rabbits to both types of strains. Phylogenetic
analysis has shown that rabbit strains belonging to the major CC originated from a jump from humans to rabbits,
where the dItB gene on the central chromosome was key, without the involvement of mobile genetic elements.
One of the most significant problems in combating staphylococcosis is antibiotic resistance. Strains from rabbit
farms that are resistant to methicillin (LA-MRSA) are multidrug-resistant and mostly belong to CC96. To continue
investigating the evolution and characteristics of S. aureus strains and their relationship with rabbits and facilitate
data analysis, a Power BI®-based application has been developed that allows data to be entered in various for-
mats and from various sources and analyzed in an intuitive and visual manner.

Keywords: Staphylococcus aureus, pathology, rabbit.

Introduccidn

Staphylococcus aureus esta considerada una de las especies bacterianas de mayor importancia, desde el punto de
vista sanitario, tanto para el hombre como para los animales (Kloos, 1980). Se encuentra ampliamente distribuida en
la naturaleza y comdnmente esté considerada como hospedador habitual de la piel (Kloos, 1980) y mucosas, princi-
palmente en la cavidad nasal (Peacock et al., 2001; Selva et al., 2015; Wertheim et al., 2005); encontrandose también
en la mayoria de los productos de origen animal (Kloos, 1980). La gran mayoria de las infecciones por esta bacteria
provocan portadores asintomaticos. Por tanto, S. aureus se considera una bacteria oportunista, ya que requiere de
factores predisponentes para originar lesiones (Feil et al., 2003). En los humanos, el principal problema provocado por
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S. aureus tiene lugar en el ambito hospitalario, siendo la causa més importante de infecciones nosocomiales (Jones,
2003). Provoca un amplio espectro de enfermedades, desde infecciones leves de la piel hasta endocarditis, shock
téxico y neumonia necrotizante (Tenover and Gaynes, 2000). S. aureus también es uno de los mayores patégenos
en medicina veterinaria, afectando a diversas especies animales, infectandose un elevado nimero de explotaciones
animales, implicando graves pérdidas econdmicas y suponiendo un riesgo de zoonosis. En el caso del conejo, las
infecciones por S. aureus causan pérdidas econémicas considerables en cunicultura comercial y los signos clinicos de
la infeccién por S. aureus estan presentes en mas del 60% de las granjas de conejos (Rosell and de la Fuente, 2018,
2009). La infeccidn de conejos por este patdgeno esté asociada principalmente con dermatitis supurativa, abscesos,
pododermatitis y mastitis (Corpa et al., 2010), siendo la mastitis crénica la principal causa para el sacrificio de conejas
enfermas en las granjas de conejos (Rosell and de la Fuente, 2018; Segura et al., 2007).

Clonalidad de las cepas de Stahylococcus aureus

Staphylococcus aureus puede infectar a una amplia variedad de animales y puede transmitirse entre diversas
especies. Sin embargo, la mayoria de los aislados procedentes de un hospedador concreto difieren, a nivel de su
genoma, de los aislados de un hospedador diferente, agrupandose en complejos clonales (CC), lo que sugiere la
existencia de clones especificos de hospedador (Herron-Olson et al., 2007; Lowder et al., 2009). Se ha sugerido,
ademas, que esta especificidad puede estar determinada por unos pocos genes o combinaciones de genes (Sung
et al., 2008). Dado que S. aureus posee un genoma central altamente conservado, es probable que las adaptacio-
nes especificas de hospedador se basen en genes localizados en elementos genéticos méviles (EGM). La adquisi-
cién o pérdida de uno o mas EGM puede implicar que S. aureus pueda adaptarse a un nuevo hospedador (Viana
et al., 2010). La estafilococosis en granjas de conejos esté relacionada con diversos genotipos que se agrupan prin-
cipalmente en dos complejos clonales. El mayoritario, con cepas pertenecientes al complejo clonal (CC) 121 (Van-
craeynest et al., 2006; Viana et al., 2011) y, el segundo méas comun, con cepas pertenecientes al CC96. Otros clones
pertenecientes a CC1 o CC398 se detectan con menor frecuencia en las granjas de conejos (Viana et al., 2011). Los
aislados de conejo son significativamente diferentes de los encontrados en humanos y rumiantes, por ejemplo,
lo que sugiere la presencia de factores especificos que han permitido a la bacteria la adaptacion al conejo (Viana
et al., 2007). Mediante anélisis filogenético se ha comprobado que las cepas de conejo pertenecientes al CC121
proceden de un salto desde el humano al conejo hace aproximadamente 48 afos (Viana et al., 2015a). Inicialmente
se analizo si este salto de especie se produjo gracias a modificaciones en EGMs. El anélisis comparativo de los ge-
nomas accesorios de las cepas ST121 mostrd que la mayoria de las cepas humanas contenian EGMs que codifican
toxinas involucradas en la patogénesis de enfermedades humanas, como la leucocidina de Panton-Valentine y las
toxinas exfoliativas, y todas, excepto una, contenian un fago convertidor de f-hemolisina que codlifica el grupo de
evasién inmunitaria especifico en los aislados humanos. Sin embargo, ninguna de las cepas de conejo contenia
estos EGMs, lo que indica que éstos no eran necesarios para la infeccién por S. aureus de conejos (Viana et al.,
2015a). Ademas, las cepas de conejo no contenian EGMs que fueran dnicos de los aislados procedentes de conejo,
lo que indica que la adquisicidon de EGMs especificos de conejo no es necesario para causar la infeccién. Mediante
el andlisis del genoma central se demostré que el cambio de un nucledtido en el gen ditB es suficiente para permi-
tir que una cepa procedente de una lesién humana confiera infectividad en el conejo, es decir, permite un cambio
de especie. DItB es una proteina de membrana integral codificada por el operén dItABCD que probablemente
confiere carga positiva a la pared de la bacteria mediante la incorporacién de D-alanina (Peschel et al., 1999) y de
esta manera resistir la accion de los péptidos catidnicos. Sin embargo, ni la composicién de la pared celular ni la
cantidad de D-alanina se relacionaron con la capacidad infectiva, sugiriendo una funcién diferente.

Portadores nasales y su relacién con la estafilococia

El estado de portador nasal de S. aureus se considera una fuente importante de infeccién en los seres humanos
(Marshall y McBryde, 2014; Perl et al., 2002). En los seres humanos, casi un tercio de la poblacién esté colonizada por
S. aureus en la actualidad. Ademés, muchos de los casos de bacteriemia por esta bacteria parecen ser de origen
enddgeno, originandose a partir de la colonizacién de la mucosa nasal. Por tanto, ser portador nasal de S. aureus
se considera un factor predisponente para el desarrollo de infeccién en los seres humanos. En los conejos, hay po-
cos estudios sobre la colonizacion de S. aureus (Hermans et al., 2000, 1999; Selva et al., 2015). En estos trabajos se
describieron porcentajes que variaban entre el 32,1 — 56%. El estado de portador nasal se asocié con la presencia
de lesiones clinicas por S. aureus en el 84,2% de los conejos, mientras que el porcentaje de portadores sanos fue de
28,8%. Ademas, la relacion entre el estado de portador nasal de S. aureus y la infeccién clinica fue respaldada por el
hecho de que las cepas de S. aureus nasales y las cepas intralesionales compartian el mismo genotipo en el 91,7% de
los casos (Selva et al., 2015). Por tanto, los portadores nasales parecen desemperiar un papel clave en la patogénesis
de las infecciones estafilocécicas y podrian ser un factor de riesgo para el desarrollo de lesiones estafilocdcicas.
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Virulencia de las cepas de Stahylococcus aureus

En las granjas de conejo, se han identificado dos tipos principales de cepas de S. aureus segun su virulencia: las
cepas de alta virulencia, capaces de propagarse rapidamente en toda la explotacidn, y las cepas de baja virulen-
cia, que causan infecciones mas limitadas (Hermans et al., 2003). Estudios posteriores de tipificacién molecular
encontraron que la mayoria de las cepas de alta virulencia pertenecian al clon ST121 (Vancraeynest et al., 2006;
Viana et al., 2011), mientras que las cepas clasificadas como de baja virulencia pertenecen al clon ST96 (Penadés
et al., 2020). Ademas de esta clasificacion, relacionada con el comportamiento clinico de las cepas, también se
ha podido corroborar en modelos experimentales, tanto de piel (Meulemans et al., 2007, Mufioz-Silvestre et
al., 2020) como de glandula mamaria (Penadés et al., 2020), observandose lesiones mas leves en cepas de baja
virulencia. Sin embargo, en los casos naturales no se pueden observar diferencias en las lesiones producidas
segun el genotipo de la cepa aislada (Segura et al., 2007; Viana et al., 2011), lo que sugiere que los modelos ex-
perimentales pueden no reproducir todos los aspectos de la patogenia de la enfermedad, por ejemplo, pueden
variar los niveles de expresidn de factores de virulencia, y ademas, pueden no reproducir factores que pueden
influir en la respuesta inmunitaria, como, por ejemplo, factores inmunosupresores.

A nivel genético, las principales diferencias entre cepas fueron a nivel del grupo de genes de enterotoxinas
("enterotoxin gene cluster”, egc), detectados Unicamente en las cepas de alta virulencia ST121, y el grupo de
genes de evasidn inmunoldgica (“immune-evasion-cluster genes”, IEC), detectado Unicamente en las cepas de
baja virulencia ST96 (Viana et al., 2015b). Estos resultados sugieren que el grupo de genes egc puede ser rele-
vante para la capacidad de infeccidn en conejos, mientras que el clister de inmuno-evasién, relacionado con
cepas humanas, podria indicar que son cepas que no estan completamente adaptadas al conejo. Ademas, estos
grupos de genes estan codificados en un profago que se integra en el gen que codifica para la beta-toxina, que
también tiene relevancia en la capacidad de infeccidn en conejos (Viana et al., 2015a). Igualmente, se ha relacio-
nado con cepas altamente virulentas los genes bbp, selm y un patrén de RAPD especifico de alta virulencia lla-
mado «flank» (Vancraeynest et al., 2007). A nivel de respuesta inmunitaria, también se han observado diferencias
en conejos con mastitis naturales infectados con cepas de alta virulencia ST121 y cepas de baja virulencia ST96.
La infeccidn de las glandulas mamarias con cepas ST121 resultd en niveles elevados de granulocitos y reduccién
de los nimeros de células B, células T, células CD4* Ty celulas D8+ Tan comparacién con las glandulas mamarias in-
fectadas con cepas ST96 (Guerrero et al., 2015).

Por otra parte, la adaptacion a los diferentes nichos y hospedadores esta controlada por una compleja red de
reguladores transcripcionales. S. aureus posee 16 sistemas de dos componentes (TCS), que son vias de transduc-
cién de sefiales que permiten que las células se adapten a los diversos microambientes de su ciclo vital. Median-
te el empleo de modelos in vivo se ha realizado una evaluacidn sistematica de todos los TCS de esta bacteria,
determinandose que los sistemas TCS5 (GraRS), TCS6 (SaeRS) y TCS12 (VraSR) regulan genes esenciales tanto en
cepas humanas como de conejo para superar el sistema inmunitario innato del hospedador y producir lesiones
en los conejos, al no observarse lesiones en las cepas mutantes en estos reguladores (Penadés, 2017). Dichos re-
guladores estan involucrados en la resistencia de S. aureus a los factores antimicrobianos del sistema inmunitario
innato, como los péptidos antimicrobianos producidos por las células epiteliales y los neutrdfilos, mecanismo de
defensa clave en infecciones dérmicas en estos animales. Por lo tanto, el sistema inmunitario innato jugaria un
papel fundamental en el éxito de una infeccidén por S. aureus.

Patogenia de las infecciones estafilocdcicas cutaneas en conejos

Empleando un modelo experimental de infeccidén se examind la respuesta inmunitaria y la patogénesis de
las infecciones cutaneas provocadas por S. aureus (Mufioz-Silvestre et al., 2020). Para ello, los conejos fueron
infectados con dosis bajas de diferentes cepas de esta bacteria por via intradérmica y se evalué la evolucién
de las lesiones en la piel, asi como la respuesta inmunitaria local y sistémica. Inicialmente, predominaron los
fendmenos vasculares, observandose pequefias papulas rojizas ligeramente elevadas, que fueron caracteri-
zadas histolégicamente por la presencia de cambios vasculares agudos, pequefios abscesos organizados, a
veces con bacterias internas y rodeados de heterdfilos, que se distribuyeron difusamente. Un hallazgo inte-
resante fue el aumento agudo y Unico de los linfocitos CD25+ antes del inicio de la inflamacion. Estas células
se consideran células T reguladoras, esenciales para prevenir la exacerbacion de la respuesta inflamatoria,
aunque se ha descrito que pierden su actividad en presencia de S. aureus. En el tercer dia después de la
infeccidn, se observaron lesiones nodulares que alcanzaban su mayor volumen y la mayor concentracién de
bacterias. Microscépicamente, los cambios vasculares aumentaron en gravedad, y se observaron abscesos
rodeados por una capa necrética eosinofilica en cuyo nicleo se observaron fenémenos de Splendore-Hoeppli
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con bacterias internas. Alrededor del absceso, se observé incremento en el nimero de linfocitos T (CD3+) y
macréfagos (RAM114), en comparacién con los dias anteriores, que se mantuvieron altos hasta el dia 21 des-
pués de la infeccién, y se relacionaron con el aumento del nimero de monocitos y linfocitos en la sangre el
segundo dia después de la infeccidn. En el séptimo dia después de la infeccidn, el 50% de los nédulos se abrié
como consecuencia de la necrosis epidérmica, lo que desencadend una liberacién de pus y una reduccion
tanto del tamafio de la lesién como del nimero de bacterias aisladas. Estas lesiones epidérmicas generaron
un nuevo episodio inflamatorio, caracterizado periféricamente por un aumento en el nimero de heterdfilos en
la sangre, que durd hasta el dia 14 después de la infeccidn. En términos histoldgicos, las lesiones alcanzaron
su punto mas grave, con varios fendmenos de Splendore-Hoeppli rodeados de muchos linfocitos T (CD3+),
células plasmaticas (IgG+) y macréfagos (RAM11+).

Mediante este modelo de infeccidon empleando bajas dosis de bacterias también se evaluaron algunos genes
de virulencia relacionados con la gravedad de las lesiones. Pero, con el empleo del modelo de dosis bajas,
los mutantes JDcoaDvwb, JDhla, JDpsma. ¢ 9Dagr no modificaron la gravedad y desarrollo de los abscesos.
Probablemente, esto se deba a que algunos fenémenos relacionados con la gravedad, como los fenédmenos
de necrosis en la piel, sean consecuencia de la produccién masiva de toxinas bacterianas debido a la elevada
concentracién bacteriana empleada en otros modelos animales, lo que simularia estados méas avanzados de la
enfermedad (Munoz-Silvestre et al., 2020).

Resistencias a antibiéticos

Uno de los problemas mas importantes que surgen a la hora de combatir este patdgeno son las resistencias a
los antibidticos. El aumento de estas resistencias en las Ultimas décadas se ha convertido en un problema grave
de salud publica. Una de las resistencias que méas importancia adquiere, en especial en esta bacteria, es la re-
sistencia a la meticilina. La presencia de cepas de S. aureus procedentes de ganaderia y con resistencia a la me-
ticilina, conocidas como LA-MRSA por sus siglas inglesas (Smith, 2015), se describieron inicialmente en cerdos
europeos entre 2003 y 2005 para posteriormente diseminarse y detectarse en muchas otras especies animales,
incluyendo el conejo (Agnoletti et al., 2014). En un estudio realizado en la Peninsula Ibérica por Moreno-Grua y
colaboradores (2018) se encontré un 11,25% de cepas de LA-MRSA, en 240 aislados procedentes de 19 explo-
taciones de conejos. Estas cepas pertenecieron mayoritariamente al CC96 (clon ST2855) y, en menor medida,
CC5, CC398 y CC130. No se detectaron resistencias a meticilina en cepas pertenecientes al CC121. Aunque la
mayoria de aislados LA-MRSA analizados fueron multirresistentes (resistentes a tres o mas clases de antibidti-
cos), los aislados ST2855 mostraron resistencia a un mayor nimero de grupos de antibidticos, especialmente
gran resistencia a macrélidos. Entre las lesiones donde se aislé S. aureus hubo asociacion significativa entre la
hepatitis y la metritis con LA-MRSA. Por otra parte, otro de los antibidticos de gran importancia en salud publica
es la vancomicina, destinado al tratamiento de infecciones resistentes a meticilina. Ninguno de los aislados LA-
MRSA presenté resistencia a vancomicina.

Nuevos retos, nuevas herramientas: StaphyMAP

Una de las conclusiones que se extraen de la anterior revisién bibliogréfica sobre las infecciones estafilocdcicas
en cunicultura es la importancia de seguir investigando la evolucidn y las caracteristicas de las cepas de S. aureus
asociadas a conejos, asi como mejorar la comprensidn de la interaccién entre estos animales y la bacteria. A pe-
sar de ser una enfermedad de dificil solucién, este conocimiento incrementara las posibilidades de mejora en la
prevencidn y el tratamiento de las infecciones en cunicultura y minimizara las pérdidas econémicas causadas por
esta enfermedad. Para facilitar la consecucion de este objetivo se ha llevado a cabo el disefio de una aplicacién
(StaphyMAP), disefiada para cumplir dos grupos de objetivos. Por una parte, se plantearon objetivos de disefio
y, por otra parte, se plantearon objetivos de funcionalidad. En cuanto a los objetivos de disefio se pretendié
que la aplicacién fuera (i) atractiva visualmente, (ii) intuitiva para que pudiera ser utilizada sin necesidad de una
formacidn previa e (iii) interactiva para que la experiencia de usuario fuera lo mas satisfactoria posible. En cuanto
a los objetivos de funcionalidad se pretendié que la aplicacién fuera dtil para:

* Investigacién. Mediante el uso de StaphyMAP se pretende responder algunas preguntas de interés cientifico
tales como determinar el origen y distribucion de las cepas observadas en la peninsula ibérica.

* Formativo. Con esta aplicacién se pretende generar una herramienta que ayude a los veterinarios actuales y
futuros a incrementar sus conocimientos sobre los problemas generados por S. aureus en cunicultura.
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* Toma de decisiones a nivel de granja. La informacion sobre la sensibilidad antibidtica de las cepas de S.
aureus puede ser ayudar al veterinario a tomar una decisién en cuanto al antibidtico a utilizar, en un primer mo-
mento, mientras recibe resultados laboratoriales, reduciendo el empleo de antibidticos de amplio espectro, més
susceptibles de generar resistencias.

Para el desarrollo de la aplicacién se utilizd Power BI®, que es la herramienta de Business Intelligence de Mi-
crosoft. Esta herramienta permite realizar consultas a multitud de fuentes de informacién, asi como relacionary
analizar los datos con el objetivo de mostrarlos de una forma sencilla e intuitiva para el usuario final. Los datos
introducidos pueden ser muy diversos en formato (texto, nimero, ubicaciones, url, imagen, etc.) y en origen
(ficheros Excel, Web, Bases de datos, ubicaciones en la nube, etc.). Todo esto, hace que Power Bl sea una herra-
mienta muy flexible y capaz de adaptarse a los objetivos marcados.

Figura 1. Pantalla principal de la aplicacién StaphyMAP
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El acceso a la herramienta se realiza via web a través de cualquier navegador. Una vez se ha accedido con las
credenciales necesarias se muestra la pantalla principal. Esta pantalla principal se encuentra dividida en cuatro
zonas (Figura 1). La zona 1, ubicada en la parte superior, esté disefiada para seleccionar la informacién que se de-
sea visualizar. En este caso, se ha configurado para seleccionar la informaciéon segun el tipo de Complejo Clonal
(CC), antibidtico o fecha de toma de muestra. En la zona 2 aparece la informacién agregada en varios gréficos.
Los valores y el significado de la informacién mostrada en cada gréfico varian segun los criterios seleccionados
en la zona 1. En este sentido, se muestra un mapa donde la intensidad del color puede indicar la proporcion
de veces que se ha encontrado un determinado CC o puede mostrar el grado de resistencia a un determinado
antibidtico en una zona. En la zona 3 se muestran datos generales sobre el niUmero de muestras analizadas,
granjas muestreadas, etc. Esta informacion también se recalcula dependiendo de los criterios seleccionados en
la zona 1. Finalmente, en la zona 4 se presenta un menu de botones a través del cual se puede acceder a otras
funcionalidades de la aplicacion. Desde este menu se puede acceder a (i) detalles sobre los CC encontrados,
(i) informacién sobre los antibidticos utilizados, (i) una galeria de imégenes con fotografias etiquetadas de las
lesiones en la que se puede realizar bdsquedas y acceder a otros datos. También se puede acceder a (iv) infor-
macién publicada sobre S. aureus en cunicultura (cientifica y de divulgacién) o (v) un mapa alternativo donde se
muestra el complejo clonal predominante en cada zona.

Agradecimientos: Este proyecto esté financiado por la Universidad CEU Cardenal Herrera (INDI22/11) y el
Ministerio de Ciencia e Innovacién (PID2020-117897RB-100).
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Tendencias Genéticas en Tres Lineas
de Conejo Seleccionadas por Eficiencia
Alimentaria

Genetic Trends in Three Rabbit Lines Selected for Feed Efficiency

Sanchez JP*, Pascual M, Piles M
1Programa de Genética y Mejora Animal, IRTA, 08140, Caldes de Montbui, Espafia
*juanpablo.sanchez@irta.es

Resumen

Una mejora de la eficiencia en el uso del pienso tendra consecuencias positivas tanto en el balance econdémico de
las granjas como en su huella medioambiental. Con el objetivo de generar animales con mayor eficiencia alimenti-
cia, hemos realizado un experimento de seleccion de 7 generaciones -34 lotes- para mejorar la eficiencia alimenti-
cia en 3 lineas de conejos. Las lineas ADGR, RFl y GRP han sido seleccionadas para crecimiento bajo restriccién de
alimento, consumo de pienso residual individual y consumo de pienso residual promedio de la jaula (4 animales),
respectivamente. A pesar de que los animales en las lineas ADGR y RFl se criaron en grupos (6 animales), como se
usaron comederos electronicos fue posible un registro individual del consumo. Los caracteres estudiados fueron
la ganancia media diaria (GMD), el consumo medio diario de pienso (CMD) y el indice de conversién (IC = CMD /
GMD). En la linea GRP los caracteres se registraron como promedio de jaula (n=873) mientras que en las lineas RFI
(n=2.482) y ADGR (n=2.343) como registros individuales. Como tendencias genéticas se ofrecen los coeficientes de
regresion sobre el afio de nacimiento, de los valores genéticos predichos promediados para el afio de nacimiento.
Las predicciones del valor de cria se obtuvieron con REML. Las tendencias genéticas estimadas en las lineas RFl y
ADGR fueron 0,03 ((g/d)/afio) (P>0,05) y 1,20 ((g/d)/afio) (P<0,01) para GMD; -1,79 ((g/d)/afio) (P<0,01) y 0,34 ((g/d)/
afio)) (P<0,05) para CMD; y -0,09 ((g/d)/g/d))/afo) (P<0,01) y -0,01 (((g/d)/(g/d))/afo) (P<0,05) para IC. En la linea
GRP las tendencias genéticas fueron 0,04 ((g/d)/afo) (P>0,05), -1,67 ((g/d)/afio) (P<0,01) y -0,07 (((g/d) /(g/d))/afo)
(P<0,01), para GMD, CMD e IC, respectivamente. Podemos concluir que las tres estrategias de seleccién imple-
mentadas para mejorar la eficiencia alimenticia en conejos alojados en grupo parecen estar siendo ser efectivas.

Palabras clave: Eficiencia Alimentaria, Seleccién, Genética, Comederos electrénicos, Conejos.

Abstract

An improvement of the efficiency in the use of the feed will have positive consequence on both the economic
balance of the rabbitries and on their environmental fingerprint. Aiming to generate animals with enhanced feed
efficiency we have conducted a selection experiment for 7 generations -34 batches- to improve feed efficiency in
3 rabbit lines. ADGR, RFl and GRP lines have been selected for growth under feed restriction, individual residual
feed intake and cage-average (4 animals) residual feed intake, respectively. In spite of animals in lines ADGR and
RFI were raised in groups (6 animals), as we used electronic feeders an individual recording of the feed intake
was possible. The studied traits were average daily gain (ADG), average daily feed intake (ADFI) and feed conver-
sion ratio (FCR=ADFI/ADQG). In the line GRP they were cage-average records (n=873) while in RFI (n=2,482) and
ADGR (n=2,343) lines they were individual records. The reported genetic trends are the regression coefficients
of the within year-of-birth average predicted breeding values on the year-of-birth. Breeding value predictions
were obtained with REML. The estimated genetic trends in RFI and ADGR lines were 0.03 ((g/d)/year) (P>0.05)
and 1.20((g/d)/year) (P<0.01) for ADG; -1.79 ((g/d)/year) (P<0.01) and 0.34 ((g/d)/year)) (P<0.05) for ADFI; and -0.09
((g/d)/g/d))/year) (P<0.01) and -0.01 (((g/d)/(g/d))/year) (P<0.05) for FCR. In the line GRP the genetic trends were
0.04 ((g/d)/year) (P>0.05), -1.67 ((g/d)/year) (P<0.01) and -0.07 (((g/d)/(g/d))/year) (P<0.01), for ADG, ADFI and
FCR, respectively. It can be concluded that the three selection strategies implemented to improve feed efficiency
of rabbits raised in groups are being effective.

Keywords: Feed Efficiency, Selection, Genetic, Electronic Feeders, Rabbits.
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Tendencias Genéticas en Tres Lineas de Conejo Seleccionadas por Eficiencia Alimentaria

Introduccidn

Los costes de alimentacién suponen hasta un 60-70% (Cartuche et al., 2014) del total de los costes de pro-
duccidn de las granjas cunicolas. Una reduccién del consumo de pienso favoreceré la rentabilidad, y limitaré la
excrecién al ambiente de moléculas contaminantes (Hegarty et al., 2017). En el afio 2018 iniciamos tres proce-
sos de seleccidon para incrementar la eficiencia alimentaria siguiendo distintas estrategias de seleccion directa,
la particularidad de estos procesos es que los candidatos se crian en grupo, mientras que en experimentos
previos la cria se ha hecho en jaulas individuales (Drouilhet et al., 2013). Esto es importante porque a nivel
comercial los animales se crian en grupo y los efectos de interaccidn social pueden ser importantes (Piles et
al., 2017). Nuestro objetivo es estimar las tendencias genéticas para los caracteres implicados en la eficiencia
alimentaria de las tres lineas.

Material y métodos

Las tres poblaciones bajo estudio son: ADGR, seleccionada por crecimiento diario bajo restriccion; RFI, selec-
ciona por consumo de pienso residual individual; y GRP, selecciona por el consumo de pienso residual del grupo,
siendo la unidad de seleccién la jaula. La informacion para las evaluaciones son los registros individuales del
peso del animal y de su consumo utilizando comederos electronicos (Sanchez et al., 2018) en las lineas ADGR y
RFI o bien el consumo y peso del grupo en la linea GRP. Méas detalles de los procesos de seleccion se pueden
encontrar en Sanchez et al. (2019). La seleccién abarca 7 generaciones en 34 lotes. Los caracteres analizados
en este estudio fueron la ganancia de peso media diaria (GMD), el consumo medio diario (CMD) y el indice
de conversién (IC=CMD/GMD) utilizando las medias del grupo en la linea GRP o informacién individual en las
otras dos. Las estimas de tendencias genéticas que se ofrecen son los coeficientes de regresién, sobre el afio de
nacimiento, de las medias de las predicciones de valor genético de los animales nacidos un mismo afio. Las pre-
dicciones de valor genético se obtuvieron ajustando diferentes modelos (Piles y Sénchez, 2019) mediante REML.

Resultados y discusion

En la Tabla 1 se muestras estadisticos descriptivos de las tres lineas implicadas en el estudio. Como el periodo
de estudio excluye la fase inicial post-destete los indices de conversidon que se observan son mas elevados que
los podriamos haber obtenido si se hubiese incluido la primera semana post-destete.

Tabla 1. Estadisticos descriptivos de los caracteres bajo estudio en cada una de las lineas

ADGR(n=2.343) RFI(n=2.482) GRP(n=873)*
Media Varianza Media Varianza Media Varianza
Peso 42d (Kg) 1,24 0,05 1,23 0,05 1,22 0,03
Peso 60d (Kg) 1,91 0,06 2,02 0,06 2,08 0,03
Ganancia Media Diaria (g/d) 37,71 61,67 44,68 56,27 48,62 38,67
Consumo Medio Diario (g/d) 140,45 1.808,72 157,01 1598,12 169,09 679,00
indice de Conversién 3,83 1,49 3,58 0,39 3,51 0,28

((g/d)/(g/d))

*En la linea GRP los estadisticos se refieren a promedio de la jaula, en el resto de las lineas a los datos individuales.

Se puede apreciar cémo el efecto de la restriccién en la linea ADGR, maés alla de las respuestas genéticas que
se pudieran haber conseguido, supone una reduccién de crecimiento, respecto a la linea GRP de unos 10-11
g/d. En la linea ADGR la restriccién se hacia limitando el tiempo de acceso al comedero a 12 horas durante el
periodo nocturno. Esto supuso, en promedio, un consumo del 83% de lo que consume la linea GRP que se
alimenta con comederos convencionales a voluntad. En la linea RFI también parece haber una cierta restriccién
alimentaria (92%) con respecto al consumo de la linea GRP, esto podria deberse a que, si bien el acceso al pienso
de los animales RFI es continuo, para los animales. Este ligero menor consumo va acompafiado de un crecimien-
to 4 g/d menor. La interpretacién de estas diferencias entre las lineas se ha de hacer con precaucion porque en
ellas se confunde por un lado el modo de alimentacién, y como ya se ha dicho, la posible respuesta que en las
distintas poblaciones vamos acumulando durante el proceso de seleccion.

Las tendencias genéticas (Figura 1) estimadas en las lineas RFl y ADGR fueron 0,03 ((g/d)/afio) (P>0,05) y

1,20((g/d)/afio) (P<0,01) para GMD; -1,79 ((g/d)/afo) (P<0,01) y 0,34 ((g/d)/afo)) (P<0,05) para CMD; y -0,09 ((9/g)/
ano) (P<0,01) y -0,01 (((9/d)/(g/d))/afio) (P<0,05) para IC. En la linea GRP las tendencias genéticas estimadas
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fueron: 0,04 ((g/d)/afio) (P>0,05), -1,67 ((g/d)/afo) (P<0,01) y -0,07 (((g/d)/(g/d))/afio) (P<0,01), para GMD, CMD e
IC, respectivamente. Estas tendencias se corresponden bien con las respectivas estimas de heredabilidad, que
para la linea RFI fueron: 0,16(0,04), 0,07(0,03) y 0,16(0,04), para GMD, CMD e IC, respectivamente; para la linea
ADGR: 0,21(0,05), 0,02(0,02) y 0,02(0,02); y para la linea GRP 0,08(0,11), 0,08(0,09) y 0,19(0,14). Las tendencias
genéticas para GMD nunca se acompanaron de tendencias ambientales, pero para CMD e IC en la linea RFI si
se observaron tendencias ambientales de signo contrario a las genéticas, un indicio de sobreestimacion de las
segundas. Estas tendencias ambientales pueden explicarse por cambios a lo largo del proceso de seleccién en
los pardmetros de configuracion de los comederos electrénicos.

Figura 1. Tendencias Genéticas por Linea y Caracter.
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GMD: ganancia de peso media diaria; CMD: consumo medio diario; IC: ndice de conversién.

En conclusién, la seleccidn para la mejora de la eficiencia alimentaria parece estar siendo efectiva en las tres
poblaciones. No obstante, estos resultados de respuesta basados en tendencias genéticas se estan validando
con experimentos que incluyen una poblacién control no seleccionada.
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Creacion de una linea seleccionada por
eficiencia alimentaria. 1. Criterios de
seleccién

A new line selected for feed efficiency. 1. Selection criteria

Blasco A*, Martinez-Alvaro M
Instituto de Ciencia y Tecnologia Animal. Universitat Politecnica de Valéncia. Apartado 22012. Valencia 46022.
*ablasco@dca.upv.es

Resumen

Se examinan distintos posibles criterios para definir la eficiencia alimentaria, con el objeto de proponer al méas
adecuado para una linea de seleccién que actie como macho terminal en la industria. Se comparan el indice de
seleccién por consumo y velocidad de crecimiento, el indice de conversién de pienso en peso vivo, el consumo
a crecimiento constante, el crecimiento a consumo constante, el consumo residual, y el crecimiento residual.
Después de examinar sus ventajas e inconvenientes y sus relaciones, se concluye que el crecimiento a consumo
constante o el crecimiento residual son preferibles a los otros.

Palabras clave: seleccidn, eficiencia alimentaria, indice de conversién, consumo residual.

Abstract

Different criteria are examined to define feed efficiency, in order to propose the most suitable for a selection
line that acts as terminal male in the industry. The selection index by feed intake and growth rate, the feed con-
version ratio, the feed intake at constant growth, the growth at constant feed intake, the residual feed intake,
and the residual growth rate are compared. After examining their advantages and disadvantages and their rela-
tionships, it is concluded that growth at constant feed intake or residual growth rate are preferable to the others.

Keywords: genetic selection, feed conversion rate, residual feed intake.

Introduccidn

En la Universidad Politécnica de Valencia se va a crear una linea de seleccion por eficiencia alimentaria. Esta
linea es uno de los objetivos del Proyecto PID2020-115558GB-C21 del Plan Nacional de Investigacién. El caracter
eficiencia alimentaria es el mas importante, junto con el tamafio de camada, en la produccién cunicola (Cartuche
et al., 2014), por lo que es un objetivo claro de seleccidn en las lineas de macho terminal. Hasta el momento,
salvo en los experimentos de seleccién de Drohuillet et al. (2016) y Sanchez et al. (2021) |a eficiencia se ha selec-
cionado en lineas comerciales indirectamente a través de la seleccion por velocidad de crecimiento. Sin embar-
go, en conejo, al contrario que en porcino o en aves, la correlacidon genética entre velocidad de crecimiento y
eficiencia alimentaria, medida como indice de conversidn de pienso en peso vivo, es muy baja (en torno a =0,4;
Blasco et al., 2018), por lo que la seleccién indirecta es poco eficaz. Es por ello que se pretende crear una linea
directamente seleccionada por eficiencia alimentaria.

El primer paso es definir claramente cual de los posibles criterios de seleccion por eficiencia alimentaria debe
usarse. A continuacién, compararemos distintos criterios y examinaremos sus relaciones, para acabar proponien-

do uno de ellos como criterio de seleccién para mejorar el objetivo eficiencia alimentaria.

Criterios de seleccidn

Supondremos que disponemos de los datos individuales de consumo de pienso entre destete y sacrificio, y de los pe-
sos individuales al destete y al sacrificio. No supondremos que disponemos de pesos intermedios ni de datos de consu-
mo intermedio. Supondremos que la alimentacion es ad libitum, no consideraremos el caso de alimentacion restringida.
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Creacidn de una linea seleccionada por eficiencia alimentaria. 1. Criterios de seleccién

Indice de seleccién (): El indice de seleccion es el procedimiento éptimo desde el punto de vista econémico,
el que produce el maximo beneficio econdmico. Consiste en dar pesos econdmicos al consumo y al crecimiento,
estimar sus pardmetros genéticos (varianzas y covarianzas genéticas) y fenotipicos y calcular los pesos del indice
para que el beneficio econédmico sea maximo. Los caracteres se suponen centrados; esto es, precorregidos por
efectos ambientales (habitualmente efectos fijos como el tipo de pienso o la tanda). Los detalles se pueden
encontrar en Blasco (2021).

Indice de conversién (IC): Es el método mas tradicional para seleccionar por eficiencia alimentaria. Consiste en
seleccionar los animales con menor cociente Consumo/Crecimiento.

Consumo a crecimiento constante (CoCrC): Consiste en seleccionar a los animales que menos consumen en un
periodo dado para un crecimiento determinado en el mismo periodo. Para estimarlo, se corrige el consumo en
un periodo determinado (normalmente del destete al sacrificio) por el crecimiento durante el mismo periodo,
mediante una ecuacién de regresién.

Crecimiento a consumo constante (CrCoC): Consiste en seleccionar a los animales que més crecen en un perio-
do dado para un consumo de pienso determinado en el mismo periodo. Para estimarlo se corrige el crecimiento
durante el mismo periodo en que se mide el consumo (normalmente del destete al sacrificio) por el consumo
durante ese periodo, mediante una ecuacién de regresion.

Consumo residual (CoR): Es el consumo a peso constante, corregido por necesidades de mantenimiento. Se
calcula como el consumo a peso constante afiadiendo un término a la ecuacién de regresion: el peso medio del
periodo medido, o el peso medio elevado a 0,75 (que son las necesidades de mantenimiento del animal adulto),
o el peso medio elevado a otra potencia que represente las necesidades de mantenimiento en crecimiento (p.
ej. en cerdos se usa en ocasiones 0,60, Noblet et al., 1999).

Crecimiento residual (CrR): Es el crecimiento a consumo constante corrigiendo por necesidades de manteni-
miento. Se calcula como el crecimiento a consumo constante afiadiendo un término a la ecuacién de regresion:
el peso medio del periodo medido, o el peso medio elevado a 0,75, o el peso medio elevado a otra potencia
que represente las necesidades de mantenimiento en crecimiento.

Material y métodos

Analizamos una base de datos proporcionada por el profesor de nuestro Instituto Enrique Blas. Consiste en
datos de 293 gazapos en crecimiento a los que se les midié el peso al destete (4 semanas de edad) y al sacrificio
(9 semanas de edad) y su consumo de pienso en ese periodo. Los conejos fueron alimentados con 10 piensos
distintos y medidos en 5 tandas. Todos fueron engordados en la misma nave con el mismo manejo y las mismas
condiciones ambientales.

Los analisis de regresidn para los criterios de seleccion fueron hechos con programas en lenguaje R. Antes de
estimar los criterios de seleccidn, los caracteres consumo y crecimiento fueron precorregidos por los efectos fijos
de tanda y pienso. Los parametros genéticos del indice | fueron tomados de la literatura (revisién de Blasco et
al., 2018), y los pesos econdmicos calculados con los datos de lonjas que proporciona ASESCU y con datos pro-
pios para el precio del pienso. A cada individuo se le asignd un valor para cada uno de los criterios de seleccién
establecidos y se calcularon las correlaciones entre criterios.

Resultados y discusion

El criterio de seleccidén mas eficaz desde el punto de vista econdmico es, por la forma en la que estd cons-
truido, el indice de seleccidén | por consumo y crecimiento. Este procedimiento tiene dos inconvenientes. El
primero es un inconveniente menor; consiste en que un individuo puede ser seleccionado preferentemente por
su bajo consumo, su elevado crecimiento o por una combinacién de ambos; puede que no se seleccionen los
caracteres en una sola direccion. El segundo inconveniente, mucho mas serio, es que el indice debe incluir los
parametros genéticos verdaderos, y hacen falta miles de datos para estimarlos con precisién; los indices varian
mucho en funcidn de los pardmetros genéticos estimados. Los pesos econdmicos se estiman con mas facilidad
y los indices son menos sensibles a errores en estos pesos. En la practica los indices se van ajustando segun se
va viendo el progreso genético; por ejemplo, dando mas peso a un caracter que no ha progresado suficiente-
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mente respecto al otro. El indice es en teoria el mejor método, pero el indice que en realidad se aplica puede
estar lejos del que realmente interesa, y esta es una de las causas por las que han aparecido criterios distintos
enfocados a seleccionar la eficacia sin depender de la estima los pardmetros genéticos. Los criterios alternativos
mas comunmente usados son el indice de conversién (IC) y el consumo residual (CoR).

El indice de conversidn ha sido criticado por varias razones. En primer lugar, un individuo puede tener un buen
indice por consumir poco, crecer mucho o por situaciones intermedias, por lo que, como en el caso de los indi-
ces de seleccidn, no se va preferentemente en una direccién, pero en este caso consumo y crecimiento no estan
sopesados para dar el maximo beneficio econdmico. En segundo lugar, la distribucion del IC no es normal (es
un cociente entre distribuciones normales correlacionadas), lo que genera algunas dificultades de tipo estadis-
tico. Estas criticas afectan a todos los caracteres que se expresan como cocientes, y resulta curioso que otros
caracteres del tipo cociente como la supervivencia, el rendimiento de la canal o el contenido en carne no se vean
sometidos a las mismas criticas. En cualquier caso, para evitar los problemas de los cocientes, se propuso usar el
Consumo residual como alternativa. Ademas de estas criticas, en la practica la seleccién afecta mas al caracter
mas variable del cociente, por lo que se tiende a seleccionar como més eficaces a los individuos que consumen
menos, lo que a la larga podria presentar problemas (por ejemplo, al reducir el apetito se reducen las reservas
de grasa en las hembras, que son necesarias en la lactacién; Gilbert et al., 2012, en cerdos).

El Consumo a crecimiento constante es otra forma de medir la eficiencia: se calcula una ecuacion de regresion
del consumo teniendo como variable dependiente el crecimiento, se estiman los residuos de la ecuacién y se
selecciona por los menores residuos. Biolégicamente hablando es como seleccionar a los animales que han
consumido menos pienso como si todos hubieran crecido igual. En la Figura 1 se observa la relacion entre cre-
cimiento y consumo. Se supone que para un crecimiento de 30, 40, 50 o 60 g/dia los individuos deberian haber
consumido los valores que estan sobre la linea discontinua, y los que consumieron menos (por ejemplo, los resi-
duos que estén representados por las dos lineas verticales de mayor grosor) son los seleccionados.

El consumo residual (CoR) tiene en cuenta que el pienso se usa como energia de mantenimiento y energia para
producir tejidos, érganos, etc., por lo que pretende estimar el consumo destinado a produccién y descontar el
de mantenimiento; esto es, mide el consumo no sélo como si los animales hubieran crecido igual sino también
como si tuvieran las mismas necesidades de mantenimiento. El uso generalizado de la correccidn que se conoce
como peso metabdlico (el peso elevado a la potencia de 0,75) es discutible, ya que ese coeficiente se refiere sélo
a animales adultos, y no es el mismo que el de animales en crecimiento (que varia con el tiempo). Por otra parte,
aungue desde el punto de vista de la mejora de la eficiencia alimentaria es razonable descontar la energia de
mantenimiento, desde el punto de vista econdémico sblo el pienso total consumido tiene relevancia.

Figura 1. Relacién entre consumo de pienso y crecimiento

y=188+243x R'=069 L P

1504

=
=
~ 1|
& 125.
o
E
S
v
g 100+ r
Q g
*
T
// 2
75 o
30 40 50 60

Crecimiento (g/dia)

Tanto el Consumo a crecimiento constante como el Consumo residual tienen el mismo inconveniente que el
indice de conversién: reducen el apetito con consecuencias a largo plazo no deseadas. Por otra parte, en ambos
casos se supone que el residuo mide directamente la eficiencia en la utilizacién del alimento, pero en realidad
el residuo incluye todos los efectos aleatorios no dependientes de la eficiencia que no se han considerado en
el modelo; por ejemplo, si se mide a un animal antes de que haya comido se tendrd un peso menor que si se
le mide nada méas comer; lo mismo ocurre si se le mide con la vejiga de la orina y el intestino llenos o no, y de
muchos otros factores. Es por eso que es conveniente estimar la parte genética del residuo para seleccionar (me-
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diante un BLUF, por ejemplo) pero esto genera un nuevo problema, porque lo que se obtiene no es un residuo
sino una estima de un residuo; esto implica que se toman los residuos como verdaderos a la hora de calcular
parémetros genéticos o cualquier otro pardmetro, y no se tiene en cuenta el error de estimacién ni el hecho de
que los residuos estéan incorrelacionados pero las estimas de los residuos no.

El Crecimiento a consumo constante y el Crecimiento residual pretenden mejorar la eficiencia alimentaria
seleccionando a los animales que méas crecen para una cantidad de consumo determinada. Esto no quiere
decir que se les someta a restricciones alimentarias, sino que simplemente se ha corregido el crecimiento
por el consumo de pienso, teniendo también en cuenta en el crecimiento residual el pienso empleado en
energia de mantenimiento. La ventaja de estos criterios es que no tienen el inconveniente de la pérdida
de apetito que conllevan los tres criterios anteriores. Ademas, desde el punto de vista de la comparia de
mejora genética animal que los aplique, tienen la ventaja de que ademas de mejorar la eficiencia alimenta-
ria aumentan la velocidad de crecimiento, que es algo que el ganadero ve, mientras que es mas dificil que
aprecie el consumo de pienso. Esto criterios tienen, de todas formas, los mismos problemas estadisticos
que los anteriores. Para resolverlos, Piles et al. (2007) propusieron una solucién usando estadistica Bayesia-
na; esta solucidon es computacionalmente més compleja, pero perfectamente factible de implementar en
un programa de mejora genética.

En ocasiones se han propuesto indices de seleccién que incluyen alguno de estos criterios (normalmente FCR)
junto a consumo y crecimiento. Esto da lugar a indices més complejos y no necesariamente éptimos, por lo que

en general no es recomendable.

En la tabla 1 se muestran las correlaciones entre los criterios.

Tabla 1. Correlaciones entre los criterios de selecciéon. Correlaciones de Pearson (error estandar) por
encima de la diagonal y correlaciones de Spearman por debajo de la diagonal.

| IC CoCrC CrCoC CoR CrR
| 0,34 (0,05) 0,58 (0,04) — 0,04 (0,06) 0,55 (0,04) - 0,03 (0,06)
IC 0,41 0,95 (0,01) —-0,94 (0,01) 0,90 (0,01) —-0,74(0,03)
CoCrC 0,60 0,97 -0,83(0,02) 0,95 (0,01) —-0,65 (0,03)
CrCoC -0,12 -0,94 -0,83 -0,79 (0,02) 0,78 (0,02)
CoR 0,56 0,90 0,94 -0,78 -0,42 (0,05)
CrR -0,11 -0,73 -0,66 0,78 —-0,42

I: Indice de seleccion. IC: Indice de conversion. CoCrC: Consumo a crecimiento constante. CrCoC: Crecimiento a consumo constante. CoR:
Consumo residual. CrR: Crecimiento residual

Las elevadas correlaciones entre criterios sugieren que los individuos que serian seleccionados serian en gran
parte los mismos, o bastante individuos similares. El indice de selecciéon da valores de correlacion inferiores,
pero, como dijimos, es sensible a los pardmetros usados e indices distintos darian resultados diferentes.

Con todos los argumentos expuestos, el Crecimiento a consumo constante o el Crecimiento residual podrian
ser criterios sencillos de implementar y una forma de mejorar la eficiencia alimentaria sin disminuir el apetito y
que al mismo tiempo aumentara la velocidad de crecimiento, algo que los ganaderos facilmente aprecian. Un
estudio més detallado deberia hacer un anélisis de robustez del indice y estimar la respuesta esperada en cada
uno de los casos, antes de tomar una decisién definitiva.
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Resumen

El objetivo de este trabajo es estudiar la respuesta correlacionada en calidad espermatica de dos lineas
seleccionadas divergentemente por variabilidad del tamafo de camada: linea High seleccionada para in-
crementar la variabilidad del tamafio de camada y linea Low seleccionada para disminuir la variabilidad.
Para ello, se analizaron 136 muestras de semen procedentes de 34 conejos jévenes de ambas lineas. Se
extrajeron dos muestras de semen por macho cada 7 dias durante 6 semanas y se analizaron los siguientes
parémetros de calidad espermatica: volumen, gel, motilidad, concentracion, produccion total, porcentaje
de espermatozoides normales, porcentaje de espermatozoides con gota, porcentaje de espermatozoides
anormales de cabeza, cola y pieza intermedia, porcentaje de acrosomas reaccionados y porcentaje de
espermatozoides vivo y muertos. Los anélisis estadisticos se realizaron con metodologia bayesiana. Los
resultados obtenidos indicaron que ambas lineas presentaron valores similares para el volumen (0,85 ml
para la linea Low y 0,84 ml para la linea High), motilidad (4,50 y 4,68), concentracién (21,88 y 24,98 millones
de espermatozoides), porcentaje de espermatozoides normales (85,66 y 88,09%) y porcentaje de acrosomas
reaccionados (2,37 y 2,62%). La linea Low presentd una mayor viabilidad espermatica (88,77% de esperma-
tozoides vivos) que la linea High (79,55%; P = 95%). En conclusidn, la seleccion por variabilidad del tamario
de camada parece que no ha producido una respuesta correlacionada en la calidad del semen en machos
que inician su vida productiva, a excepcion de la viabilidad que es superior en la linea seleccionada para
homogeneizar el tamafio de camada.

Palabras clave: Resiliencia, respuesta correlacionada, seleccién, viabilidad espermatica.

Abstract

The objective is to study the correlated response in sperm quality of two lines divergently selected for litter size
variability: High line selected to increase litter size variability and Low line selected to decrease litter size variabi-
lity. For this purpose, 136 semen samples from 34 young rabbits of both lines were analysed. Two semen samples
per male were extracted every 7 days for 6 weeks and the following sperm quality parameters were analysed:
volume, gel, motility, concentration, total production, percentage of normal spermatozoa, percentage of drop,
percentage of abnormal head, tail and midpiece spermatozoa, percentage of reacted acrosomes and percenta-
ge of live and dead spermatozoa. Statistical analyses were performed using Bayesian methodology. Both lines
showed similar values for volume (0.85 ml for the Low line and 0.84 ml for the High line), motility (4.50 and 4.68),
concentration (21.88 and 24.98 million spermatozoa), percentage of normal spermatozoa (85.66 and 88.09%)
and percentage of reacted acrosomes (2.37 and 2.62%). The Low line showed higher sperm viability (88.77% of
live spermatozoa) than the High line (79.55%; P = 95%). In conclusion, selection for litter size variability does not
seem to have produced a correlated response in semen quality in males starting their productive life, except for
viability which is higher in the line selected to homogenise litter size.

Keywords: correlated response, resilience, selection, semen viability.
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Introduccidn

En cunicultura, se estéan llevando a cabo programas de mejora genética desde hace mas de cuatro décadas
para incrementar la productividad en las explotaciones ganaderas. Hoy en dia, todos los eslabones de la cadena
de produccioén, desde el ganadero hasta el consumidor, estan concienciados en producir de forma rentable un
producto de calidad y con unos estandares de bienestar (Agea et al., 2020). La seleccién de dos lineas divergen-
temente por variabilidad del tamafio de camada al nacimiento ha conducido a que la linea seleccionada para
homogeneizar el tamafo de camada (linea Low) sea mas resistente a enfermedades y al estrés, y por tanto tenga
un mayor bienestar animal, que la linea seleccionada para aumentar dicha variabilidad (linea High, Argente et al.,
2019). Ademas, la productividad de la linea Low es superior a la de la linea High (Blasco et al., 2017).

La linea Low tiene interés para los productores de carne de conejo pues puede ser utilizada como una de las
lineas maternas en la obtencién de la hembra hibrida del cruce a tres vias. La difusién de esta linea a los gana-
deros se realizaria principalmente a través de las dosis de semen de sus machos. En este sentido, evaluar las
caracteristicas del semen proporciona informacién sobre su capacidad fecundante (Brun et al., 2002), ya que las
caracteristicas seminales se ven afectadas por factores genéticos, de alimentacion, estado de salud, condicion
de cria, estacién y frecuencia de recogida (Alvarifio, 2000).

El objetivo de este trabajo es estudiar la respuesta correlacionada en calidad espermatica de dos lineas selec-
cionadas divergentemente por variabilidad del tamafio de camada.

Material y métodos

Los procedimientos experimentales con animales han sido aprobados por la Direccidon General de Agricultura,
Ganaderia y Pesca de la Generalitat Valenciana con cédigo 2022/VSC/PEA/0226.

1. Material animal

Se analizaron 136 muestras de semen procedentes de 34 conejos jovenes entre los 4,5y 6 meses de edad. Los
machos pertenecen a la generacion 17 de seleccién de un experimento divergente por variabilidad ambiental
en tamano de camada (Blasco et al.,, 2017). Los animales fueron alojados en la granja de la Escuela Politécnica
de Orihuela de la UMH. Los animales se ubicaron en jaulas individuales y se les administré un pienso comercial.
El acceso a la alimentacion y el agua fue ad libitum. El ambiente fue controlado con un fotoperiodo de 16 L: 8D.
Las temperaturas oscilaron entre 11-17 °C y la humedad relativa entre el 46-98%.

2. Disefio experimental

Se extrajeron dos muestras de semen por macho cada 7 dias, con una separacion de tiempo entre cada una de 30
minutos. La extraccién se realizd a través de una vagina artificial de silicona, previamente calentada. En la muestra
se analizd la presencia de gel, y se midié el volumen. La muestra se diluyd 1/1 con un medio tris-citrico-glucosa y se
midié la motilidad bajo microscopio con una lente de 40x en una escala del O (siendo el valor mas bajo) al 5 (siendo
el valor mas alto). Por Ultimo, se analizé el porcentaje de espermatozoides vivos y muertos con una tincién de eosi-
na/negrosina sobre una muestra de 100 espermatozoides. Las dos extracciones de un mismo macho se mezclaron
y se realizd una dilucidn 1:9 con glutaraldehido al 0,2%. Se analizd la concentracion de espermatozoides con una
camara Burker, la produccién total de espermatozoides y el porcentaje de espermatozoides normales, con gota,
anormales de cola, anormales de cabeza, de pieza intermedia y de acrosoma reaccionado.

3. Modelo estadistico

El modelo estadistico incluyd las covariables del peso y la edad del macho y los efectos de linea (con 2 niveles,
Low y High), semana (con 6 niveles, excepto para el porcentaje de vivos y muertos que fueron 5 niveles), gel
(con 2 niveles, presencia y ausencia), animal y el error. En el caso del volumen, la motilidad y el porcentaje de
espermatozoides vivos y muertos ademas se incluyé el efecto de orden de recogida (con 2 niveles, primera o
segunda). Se utilizé metodologia bayesiana con el programa Rabbit.

Resultados y discusién

La tabla 1 muestra las diferencias en volumen, presencia de gel, motilidad, concentracion y produccién total
entre las lineas seleccionadas divergentemente por variabilidad del tamafno de camada. Ambas lineas presen-
taron valores similares para estos caracteres. Por tanto, no se ha producido una respuesta correlacionada a la
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seleccién para estos caracteres. Los valores obtenidos para el volumen fueron superiores a los observados por
Fouda et al. (2022) para la linea APRI con el mismo fotoperiodo. También la motilidad presentd valores superio-
res en estudios anteriores de estas mismas lineas (Diaz et al., 2021). La concentracién y produccién total de es-
permatozoides es muy inferior a los encontrados para machos adultos de la linea materna V criada en Alejandria
(EI-Gindy, 2021). Garcia et al. (2004) observaron que las caracteristicas seminales mejoran con la edad, siendo la
edad de méxima produccién entre los 10-18 meses de edad.

El porcentaje de espermatozoides normales fue alto y similar en ambas lineas (85%; P = 63%, Tabla 2). Tampoco
se ha producido una respuesta correlacionada en otros pardmetros como el porcentaje de gota citoplasmatica
(alrededor de un 8%; P = 69%), el porcentaje de anormales de cola (alrededor del 12,5%; P = 72%), y el porcen-
taje de anormales de pieza intermedia y de acrosoma reaccionado (P = 77%). Los valores de gota citoplasmética
son superiores a los encontrados para estas mismas lineas por Diaz et al. (2021). Este resultado esté justificado
por la edad de los machos de este trabajo que acaban de empezar su vida productiva, lo que lleva asociado un
mayor porcentaje de gota citoplasmatica como un sintoma de inmadurez del macho. La calidad espermatica es
alta comparada con los resultados de El-Ratel et al. (2022) que obtuvo un mayor porcentaje de espermatozoides
anormales tanto de cabeza como de cola. Ademas, la capacidad fecundante de los espermatozoides podria ser
elevada, dado el bajo porcentaje de espermatozoides con el acrosoma reaccionado, similares a machos adultos
de estas mismas lineas (Diaz et al., 2021).

Tabla 1. Diferencias de las caracteristicas del semen (l) entre las lineas Low y High.

Linea D HPD,,,, P (%)
Low High
Volumen (ml) 0,85 0,84 0,01 -0,12;,0,13 56
Gel 0,40 0,36 0,04 -0,22,0,28 64
Motilidad 4,50 4,68 -0,18 -0,52;0,15 86
Concentracién (10¢/ml) 21,88 24,98 -3,10 -13,85;8,16 70
Produccién total (109) 66,36 73,38 -7,02 -49,81;31,71 64

D: diferencia entre las lineas Low y High. HPD,: region de alta densidad al 95%. P: probabilidad de que la diferencia sea > 0 cuando D > 0, o sea
<0cuando D <0.

Tabla 2. Diferencias de las caracteristicas del semen (Il) entre las lineas Low y High.

Linea D HPD,,, P (%)
Espermatozoides Low High

Normales (%) 85,70 85,09 0,57 -2,61;4,77 63
Gota (%) 8,94 8,06 0,88 -2,71,4,69 69
Anormales Cola (%) 12,21 13,18 -1,06 -4,52:2,39 72
Anormales Cabeza (%) 1,07 0,99 0,05 -0,42;0,54 58
Anormales Pieza intermedia (%) 0,92 0,72 0,20 -0,34;,0,76 77
Acrosoma reaccionado (%) 2,37 2,62 -0,25 -0,96;0,49 77
Vivos (%) 88,77 79,55 9,22 -1,29;20,99 95
Muertos (%) 11,21 20,26 -9,05 -19,51;2,68 95

D: diferencia entre las lineas Low y High. HPD95%: regién de alta densidad al 95%. P: probabilidad de que la diferencia sea > 0 cuando D > 0, o sea
<0cuando D <0.

La viabilidad de los espermatozoides es superior en la linea Low (88,77% de espermatozoides vivos) que en la
linea High (79,55 % de espermatozoides vivos; P = 95%). Los valores obtenidos son superiores a los mostrados
por Adeyemi et al. (2020) con la misma metodologia de tincién.
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En conclusion, la seleccidon por variabilidad del tamafio de camada parece que no ha producido una respuesta
correlacionada sobre la calidad del semen en machos que inician su vida productiva, a excepcién de la viabilidad
que es superior en la linea seleccionada para homogeneizar el tamafo de camada. Sin embargo, son necesarios

mas estudios que amplien la edad de los machos y estudien la relacién entre la calidad del espermatozoide con
la fertilidad.
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Resumen

El objetivo de esta investigacion fue analizar las principales caracteristicas de la cunicultura como parte de un sis-
tema alimentario sostenible, con la finalidad de aportar informacion descriptiva que contribuya a fomentar la pro-
duccidn, venta y consumo de carne de conejo en México como una fuente importante de proteina de alta calidad
nutricional. Se llevd a cabo una revisién sistematica de literatura en la base de datos Scopus sobre la produccion
de carne de conejo y los sistemas alimentarios sostenibles. En las busquedas de informacion se utilizaron las pala-
bras clave "Rabbit production”, “Rabbit farming”, “Rabbit meat” y “sustainable food systems”. Las que mejores
resultados obtuvieron fueron “sustainable food systems” (726), “Rabbit meat (214) y “Rabbit production” (68). El
55 % de las publicaciones para “sustainable food systems” se concentra en Estados Unidos (164), Reino Unido
(132) e Italia (101). Para “Rabbit meat”, el 58 % de las publicaciones se concentra en ltalia (47), China (29), Polonia
(25) y Espafia (24), mientras que para “Rabbit production”, el 51 % de las publicaciones se realiza en Espafa (35),
Francia (10), Egipto (9) y México (8). Italia y China presentan un mayor nimero de publicaciones relacionadas con la
carne de conejo, mientras que Espafia y Francia se enfocan hacia la produccién. La produccién de carne de conejo
se adapta a las caracteristicas del medio rural en México (resiliente), participan todos los integrantes de la familia
(inclusiva), tiene bajos costos de produccidn, alta rentabilidad (eficiente) y se puede aprovechar de manera integral
(sostenible): carne (saludable), piel, visceras y excretas. La cunicultura redne las caracteristicas deseables para los
Sistemas Alimentarios sostenibles: es inclusiva, resiliente, saludable, sostenible y eficiente, puede contribuir al lo-
gro de la seguridad alimentaria, por lo que es necesario establecer estrategias para fomentarla.

Palabras clave: Carne de conejo, seguridad alimentaria, saludable, resiliente, eficiente.

Abstract

The objective of this research was to analyze the main characteristics of rabbit farming as part of a sustainable
food system, in order to provide descriptive information that contributes to promoting the production, sale and
consumption of rabbit meat in Mexico as an important source of protein. of high nutritional quality. A systema-
tic literature review was carried out in the Scopus database on rabbit meat production and sustainable food
systems. The keywords “Rabbit production”, “Rabbit farming”, “Rabbit meat” and “sustainable food systems”
were used in the information searches. The ones that obtained the best results were “sustainable food systems”
(726), "Rabbit meat (214) and “Rabbit production” (68). 55% of the publications for “sustainable food systems”
are concentrated in the United States (164), the United Kingdom (132) and Italy (101). For “Rabbit meat”, 58% of
the publications are concentrated in ltaly (47), China (29), Poland (25) and Spain (24), while for “Rabbit produc-
tion”, 51% of the publications are performs in Spain (35), France (10), Egypt (9) and Mexico (8). ltaly and China
present a greater number of publications related to rabbit meat, while Spain and France focus on production.
Rabbit meat production is adapted to the characteristics of the rural environment in Mexico (resilient), all family
members participate (inclusive), it has low production costs, high profitability (efficient) and can be used compre-
hensively (Sustainable): meat (healthy), skin, viscera and excreta. Rabbit farming meets the desirable characteris-
tics for sustainable Food Systems: it is inclusive, resilient, healthy, sustainable and efficient, it can contribute to
achieving food security, so it is necessary to establish strategies to promote it.

Keywords: Rabbit meat, food safety, healthy, resilient, efficient.
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Introduccidn

Un Sistema Alimentario (SA) redne todos los elementos y actividades integrales que van desde la produc-
cién, procesamiento, transporte, consumo y gestién de los residuos de los alimentos. Se contemplan medio
ambiente, insumos, personas, procesos, instituciones, politicas publicas, entre otros. Los SA modernos deben
contribuir a mejor la seguridad alimentaria nutricional y en el logro de los Objetivos de Desarrollo Sostenible
(HLPE, 2014). En ese sentido, la cunicultura es una actividad econémica importante que se desarrolla en zonas
rurales y que puede ser analizada bajo este enfoque. La produccién de carne de conejo involucra a producto-
res, proveedores, técnicos, rastros, procesadores y al consumidor final. Asimismo, genera alimentos saludables
de alta calidad nutricional que aportan proteina, vitaminas y minerales a los consumidores (Baviera-Puig et al.,
2017). El objetivo de la presente investigacién fue analizar mediante una revisién sistematica las principales
caracteristicas de la cunicultura como parte de un sistema alimentario sostenible, con la finalidad de aportar
informacién descriptiva que contribuya a fomentar la produccién, venta y consumo de carne de conejo en Mé-
xico como una fuente importante de proteina de alta calidad nutricional.

Material y métodos

En el desarrollo de esta investigacion se llevd a cabo una revisidn sistemética de literatura (Koutsos et al., 2019)
more complete, repeatable, and less biased type literature review that can successfully lead to evidence-based
conclusions. This study attempts to develop a framework for systematic review with guidelines on how to con-
duct an effective systematic review for agricultural research. Systematic reviews require more time and effort
but they can be used to conduct a comprehensive literature review, identifying potentially eligible articles on
primary agricultural research and answering certain focused questions. A systematic review is also conducted as
an example to examine whether systematic reviews are used in agricultural sciences. It was found that in the last
two decades about a third (N = 29 out of 89 or 32.5% en la base de datos Scopus sobre la produccién de carne
de conejo y los SA sostenibles, sus relaciones e interacciones. Con base en lo anterior, en las bdsquedas de in-
formacién se utilizaron las siguientes palabras clave contenidas en el titulo, en el abstract o en las keywords de
los articulos: TITLE-ABS-KEY (“Rabbit production”), TITLE-ABS-KEY (“Rabbit farming”), TITLE-ABS-KEY (“Rabbit
meat”), TITLE-ABS-KEY (“sustainable food systems”) y (“Rabbit production and sustainable food systems”).

Se aplicaron tres filtros: afio (2012 a 2023), tipo de documento (articulos y revisiones) y de acceso abierto (open
Access). En el anélisis de la informacién obtenida, se identifico el pais y la revista que publican sobre estos temas.

En los resultados obtenidos se revisaron los articulos de interés y en algunos casos se descargaron los archivos
completos (en pdf), con la finalidad de utilizarlos en el anélisis de la presente investigacion.

Resultados y discusién

En la busqueda de informacién se obtuvieron diferentes resultados en cada una de las palabras clave. Las que
mejores resultados presentaron fueron “Sustainable food systems” (726), “Rabbit meat (214) y “Rabbit produc-
tion” (68) (Figura 1). La que obtuvo menores resultados fue la combinacion de palabras clave “Rabbit production
and sustainable food systems” (2).

Figura 1. Resultados de la busqueda en Scopus por palabra clave.

Busqueda en
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]
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47 SYMPOSIUM DE CUNICULTURA @

59



SOSTENIBILIDAD

El 55 % de las publicaciones para “sustainable food systems” se concentra en Estados Unidos (164), Reino
Unido (132) e Italia (101). Las revistas con mas publicaciones son Sustainability (ISSN:2071-1050) (109), Frontiers in
Sustainable Food Systems (E-ISSN:2571-581X) (75) y Foods (E-ISSN:2304-8158) (24). En el caso de “Rabbit meat”,
el 58 % de las publicaciones se concentra en ltalia (47), China (29), Polonia (25) y Espafia (24). Las revistas que
mas publican sobre este tema son: World Rabbit Science (E-ISSN:2076-2615) (26), Animals (E-ISSN:2076-2615)
(17) y Meat Science (ISSN:0309-1740) (10). Para el caso de las palabras clave “Rabbit production”, el 51 % de
las publicaciones se realiza en Espafia (35), Francia (10), Egipto (9) y México (8), asimismo, las revistas con mas
publicaciones son World Rabbit Science (E-ISSN:2076-2615) (18), Animals (E-ISSN:2076-2615) (6) e Italian Journal
of Animal Science (ISSN:1594-4077) (3). En los resultados obtenidos se observé que Italia y China presentan un
mayor numero de publicaciones relacionadas con la carne de conejo, mientras que Espafa y Francia se enfocan
hacia la produccién.

En el anélisis de los articulos relacionados con el tema de investigacion, se obtuvo que la cunicultura es una ac-
tividad econdémica importante que presenta las cinco caracteristicas deseables de los SA sostenibles modernos
(International Food Policy Research Institute (IFPRI), 2021). En México la produccidén extensiva y semi intensiva
de carne de conejo se adapta a las caracteristicas del medio rural (resiliente), tiene bajos costos de produccién,
alta rentabilidad (eficiente) y se puede aprovechar de manera integral al 100% (sostenible): carne (saludable),
piel y pelo (talabarteria) (Jaramillo et al., 2015). Al respecto, Lukefahr et al. (2004)relative to the success of several
other species (cattle, swine, chickens and turkeys, sefialan que las granjas cunicolas a baja escala son ideales
para jovenes que viven en areas rurales y periurbanas, sobre todo cuando se cria como una especie de traspatio,
debido a sus bajos costos de produccién cuando son administrados de manera familiar, en los que la mano de
obra se comparte entre sus miembros a un costo imperceptible.

El desarrollo y fomento de la cunicultura en México puede contribuir al cumplimiento de los Objetivos de De-
sarrollo Sostenible (ODS) de la agenda 2030, entre los que se pueden mencionar: Fin de la pobreza (1), Hambre
cero (2), Salud y bienestar (3), Igualdad de género (5) y Produccién y consumo responsable (12) (Tabla 1). La
produccién de carne de conejo es una alternativa ideal como fuente de proteina saludable y como producto
sustituto de algunos tipos de carnes rojas, considerando los graves problemas de enfermedades crénico dege-
nerativas que enfrenta la poblacién mexicana (Olivares et al., 2009). La Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS)
recomienda el consumo de carne de conejo, debido a que favorece el desarrollo cognitivo y de las funciones
del cuerpo en bebes, nifios, adolescentes y adultos al ser rica en proteinas de alto valor bioldgico, aminoéci-
dos esenciales, vitaminas B y minerales, ademaés de tener bajo contenido de grasa, 4cidos grasos y colesterol
(Escriba-Pérez et al., 2019)recommended by the World Health Organisation. However, the presence of children
under 18 in the home has been found to decrease the frequency of rabbit meat consumption. If we focus on
households with children under 18, 52.5% of minors do not consume rabbit meat. The main reason why children
(intended as people under 18 yr old.

Tabla 1. Descripcién de las caracteristicas de los SA sostenibles presentes en la cunicultura.

Fuente Caracteristicas de los SA sostenibles modernos OoDS

Inclusivos Resilientes  Saludables Sostenibles Eficientes

Baviera-Puig et al., 2017. v v 1,2
Li et al., 2018. v v/ v 2,312
Cullere y Dalle Zotte, 2018. v v 2,35
Montero-Vicente et al., 2018. v v/ 1,2
Petrescu and Petrescu-Mag, 2018. v v v 2,3,5
Trocino et al., 2019. v v 2,35
Escriba-Pérez et al., 2019. v v v 2,3
Magalhaes et al., 2022. v v v 1,2,3,5

ODS: Objetivos de Desarrollo Sostenible.

En la cunicultura participan jovenes, mujeres, hombres y personas adultas (inclusiva) debido al facil manejo de
esta especie. Asimismo, se realizan précticas integradoras para aprovechar todos los productos, subproductos y
desechos de las granjas. Las excretas se pueden transformar en abonos orgénicos para su venta o uso en el culti-
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vo de forrajes que complementen la dieta del conejo (Lukefahr et al., 2004)relative to the success of several other
species (cattle, swine, chickens and turkeys. Cullere y Dalle Zotte (2018), sefialan que el conejo tiene ventajas
sobre otras especies, como son: tasa de crecimiento rapido, alta capacidad para utilizar alimentos fibrosos, ma-
durez sexual temprana, corta duracién de la gestacién y produccién de carne a bajo costo. Al respecto Aguilar
et al. (2014), describen que la cunicultura es viable en términos econdmicos y financieros al analizar una unidad
representativa de produccién de 20 vientres en el estado de Hidalgo, México.

En conclusion, la cunicultura presenta las caracteristicas deseables para los Sistemas Alimentarios sostenibles:
es inclusiva, resiliente, saludable, sostenible y eficiente. La carne de conejo es saludable, de alto valor nutricio-
nal y puede contribuir al logro de la seguridad alimentaria, por lo que es necesario establecer estrategias para
fomentar la produccién, comercializacidon y consumo de este tipo de carne en México.
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Resumen

El objetivo de este estudio fue evaluar el comportamiento de &cidos orgéanicos (AO) en el agua de bebida
de gazapos post-destete a diferentes pH, sobre la evolucion del pH a lo largo del tracto gastrointestinal, la
actividad de la pepsina gastrica y el rendimiento de los animales. Se testaron 6 &cidos orgénicos (acético,
férmico, propidnico, lactico, citrico y butirico) a 3 concentraciones (pH 3, 4 y 5). Ademas, se incluyd un control
negativo (agua sin acidificar). El estudio se realizd con 228 conejos destetados (28 dias de vida) divididos en
2 tandas y tuvo una duracién de 7 dias. En cada tanda, los animales se distribuyeron en los 19 tratamientos
experimentales y se alojaron en jaulas colectivas (6 animales/jaula, tratamiento y tanda). Los animales fueron
alimentados con un pienso comercial sin medicar. A los 31 y 35 dias de vida, en cada tanda, se sacrificaron 3
animales por dia y tratamiento y se midié el pH del contenido digestivo en el fundus, antrum, duodeno, yeyu-
no, ileon y ciego, asi como la actividad enzimética de la pepsina géstrica. Diariamente, se registré el consumo
de agua y pienso por jaula y el peso vivo individual para calcular la ganancia media diaria. Segun los resul-
tados, la inclusién de AO en el agua de bebida a pH 3 redujo el consumo de agua y pienso, penalizando los
crecimientos. Los AO redujeron el pH del contenido del ileon y ciego, promoviendo a pH 4 la actividad de la
pepsina gastrica. Los AO con mayor potencial para su uso en el post-destete segun los resultados obtenidos
fueron el acido férmico, acético y citrico a pH 4.

Palabras clave: conejos de cebo, aditivos, dcidos orgénicos, pepsina géstrica, destete.

Abstract

The aim of this study was to evaluate the use of organic acids (OA) in the water of post-weaning rabbit at
different pH in the evolution of pH in the gut, gastric pepsin activity and animal performance. Six organic acids
(acetic, formic, propionic, lactic, citric, and butyric) were tested at 3 concentrations (pH 3, 4 and 5). In addition,
a negative control (non-acidified water) was included. The study was conducted with 228 weaned rabbits (28
days old) divided into 2 batches and lasted 7 days. In each batch, animals were divided into the 19 experi-
mental treatments and housed in group cages (6 animals per cage, treatment and batch). Animals were fed an
unmedicated commercial feed. At 31 and 35 days of age, 3 animals per day and treatment were slaughtered
in each batch and we measured the pH in the fundus, antrum, duodenum, jejunum, ileum, and cecum besides
gastric pepsin enzyme activity. Daily water and feed intake per cage and individual live weight were recorded
to calculate average daily gain. According to the results, the inclusion of OA in the drinking water of at pH
3 reduced water and feed intake, limiting growth. OA reduced the pH in the ileum and caecum, promoting
gastric pepsin activity at pH 4. According to our results, formic, acetic, and citric acid at pH 4 presented the
highest potential for use in rabbits post-weaning.

Keywords: growing rabbits, additives, organic acids, gastric pepsin, weaning.
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Introduccidn

La incidencia de trastornos digestivos en gazapos post-destete es elevada. Durante las primeras semanas pos-
teriores al destete, la microbiota intestinal de los gazapos es inestable y se suceden cambios en las comunidades
microbianas comensales (Combes et al., 2011). Estos trastornos digestivos causan una elevada mortalidad y
morbilidad en los gazapos tras el destete (Rosell et al., 2016). Este tipo de patologias estéd causado por bacterias,
normalmente de los géneros Bacteroides, Clostridium y Escherichia como en el caso de la enteropatia epizod-
tica del conejo (Bauerl et al., 2014).

Tras el destete, los gazapos tienen una baja capacidad de acidificacidn, debido a un sistema digestivo inmadu-
ro (Gidenne et al., 2002). Esto, junto con la elevada capacidad tampén de las dietas y la baja actividad de algunas
de las enzimas digestivas que limitan la digestién de los nutrientes, pueden favorecer la proliferacion de patdge-
nos. Por ello, es necesario evaluar estrategias que modulen el ambiente gastrointestinal de los gazapos durante
el post-destete, reduciendo la incidencia de trastornos digestivos y aumentando la sostenibilidad y rendimiento
de los sistemas de produccién cunicolas.

Los acidos orgéanicos (AO) se usan en la alimentacién de animales monogéstricos, especialmente en animales
jovenes como lechones, para disminuir la mortalidad por diarreas post-destete. En lechones, se ha demostrado
que los AO son capaces de reducir el pH gastrico, reforzando la barrera acida del estémago, promoviendo la
actividad enzimatica de la pepsina y modulando la digestion de la proteina (Tugnoli et al., 2020). Los AO pre-
sentan también propiedades antimicrobianas, que se basan por un lado, en la reduccion del pH que limita el
crecimiento y multiplicaciéon de microorganismos; y, por otro lado, en las moléculas de los AO no disociadas y
apolares que pueden atravesar la pared celular de las bacterias (Russell y Diez-Gonzélez, 1998). En el citoplasma
bacteriano, los AO se disocian liberando H* "'educiendo el pH del interior, con efectos nocivos para la bacteria.
Sin embargo, no todos los 4cidos se comportan igual, ya que su capacidad para reducir el pH viene marcada
por su constante de disociacion (pKa), por lo que su efecto dependera de la concentracion del acido, su peso
molecular, el nimero de grupos carboxilo que contenga, su forma de administracion, la dieta utilizada y otras
variables relacionadas con el animal.

A pesar de que se han descrito efectos positivos sobre la salud digestiva y los rendimientos productivos de los
AQO en monogéastricos (porcino y aves, principalmente), éstos no pueden extrapolarse directamente al conejo,
debido a la diferencia en su fisiologia digestiva. Ademaés, aunque algunas mezclas multi-acidos desarrolladas para
otras especies se utilizan en granjas comerciales de conejos, existe poca informacién fiable sobre su eficacia. Por
lo tanto, es necesario conocer qué AQ, la dosis y cdmo suministrarlo para conseguir una adecuada reduccién del
pH géstrico que proteja al gazapo frente a patdgenos y optimice la actividad de la pepsina, con capacidad para
modular el ambiente en el intestino delgado y que promueva una microbiota adecuada en su ciego.

El objetivo de este estudio fue evaluar el comportamiento de seis AO a tres niveles de pH en el agua de be-
bida en gazapos post-destete, sobre la evolucidn del pH a lo largo del tracto gastrointestinal, la actividad de la
pepsina gastrica y el rendimiento de los animales. Esta informacién es necesaria para finalmente elegir los AO
candidatos méas adecuados para utilizar en cunicultura.

Material y métodos

La prueba se desarrollé en la granja y laboratorio de la Unidad de Nutricidén Animal de la Universitat Politécnica
de Valencia (UPV). El procedimiento experimental fue autorizado por el Comité de ética en investigacion de la
UPVy la Conselleria de Agricultura, Medio Ambiente, Cambio Climatico y Desarrollo Rural con el cédigo 2022
VSC PEAO111.

Se testaron seis acidos orgénicos (acético, formico, propidnico, lactico, citrico y butirico) a tres concentracio-
nes distintas para alcanzar pH 3, 4 y 5 en el agua de bebida. Ademas, se incluyd un control negativo (agua sin
acidificar a pH 8). En total se evaluaron 19 tratamientos en agua: acético (ACET3-ACET4-ACETS), férmico (FOR3-
FOR4-FORS), propiénico (PROP3-PROP4-PROPS), lactico (LAC3-LAC4-LACS), citrico (CIT3-CIT4-CIT5), butirico
(BUT3-BUT4-BUTS) y el control (CON). Los animales fueron alimentados con pienso comercial no medicado (CU-
NIVITA Sd G GR, NANTA,; 19,7% fibra bruta y 14,5 % proteina bruta) durante todo el estudio. Se emplearon 228
conejos (linea genética LP de la UPV) destetados a los 28 dias de vida. La prueba se realizd en dos tandas de 114
conejos cada una, con una duracién experimental de 7 dias por tanda (hasta los 35 dias de vida). Los animales se
distribuyeron en jaulas colectivas (50 x 80 x 32 cm) con 6 animales procedentes de distintas camadas por jaula 'y
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a cada jaula se le asignd un tratamiento (1 jaula/tratamiento y tanda). A los 31 y 35 dias de vida, en cada tanda,
se sacrificaron 3 animales por dia y tratamiento, para medir los pardmetros fisioldgicos digestivos. Asimismo, du-
rante el periodo experimental se registré diariamente el consumo de agua y pienso por jaula y el peso vivo (PV)
individual. Con ello, se calculd la ganancia media diaria (GMD) por periodos. El animal fue la unidad experimen-
tal para las medidas de pH a lo largo del tracto gastrointestinal (fundus, antrum, duodeno, yeyuno, ileon y ciego),
la actividad de pepsina géstricay el PVy GMD. La jaula fue la unidad experimental para el consumo medio diario
de agua (CMD-A) y de pienso (CMD-P). La medida del pH gastrico se realizd directamente con un electrodo 2
PORE Steel T (XS Sensor). El pH en los tramos del intestino delgado y ciego se midié por separado en tubos
eppendorf (5 mL) con un electrodo para microvoliumenes MICRO electrode (XS Sensor). La determinacién de la
actividad enzimética de la pepsina se realizd segun el método descrito por Rick y Fritsch (1974).

Los datos fueron analizados estadisticamente utilizando el paquete estadistico SAS System Software® SAS 9,3
para evaluar como principales efectos fijos los AO y pH sobre las variables estudiadas, incluyendo ademaés los

efectos fijos del dia del muestreo y la tanda. La significancia se establecié en P<0,05.

Resultados y discusion

Los animales se destetaron con 532 g de media y alcanzaron un PV a los 35 dias de 727 g de media. La Figu-

ra 1 muestra la evolucién diaria del CMD-A y CMD-P para cada uno de los tratamientos. El CMD-A y CMD-P
aumentd progresivamente en todos los tratamientos, pero el uso de AO afectd el nivel de ingestion de agua

y alimento. La inclusion de ACET3, PROP3 y BUT3 redujo significativamente el CMD-A. Esto pudo deberse a
que se trata de acidos con un fuerte olor que provocaron un rechazo hacia el agua de bebida ofrecida, espe-
cialmente durante los primeros tres dias. El CMD-A condicioné el CMD-P que mostrd una evolucidn similar

en estos tres tratamientos respecto al CON. Consecuentemente, el PV fue menor en ACET3, PROP3 y BUT3
(-100 £ 32,59, -174 + 32,5 gy -228 + 32,5 g de PV; P<0,05, respectivamente a los 35 dias en comparacion con
CON). Del mismo modo, estos tratamientos presentaron una GMD menor al CON o negativa hasta el dia 31. El
resto de los tratamientos se comportaron de forma similar al CON, excepto el LAC5 que mostro un menor PV
(-101 g £ 32,5; P-valor=0,030) y LAC4 que presento una GMD inferior en el periodo de los 31 a 35 dias de vida
(-13,3 £ g/dia; P-valor=0,029).

Figura 1. Evolucién del consumo medio de agua y pienso de los 28 a 35 dias de vida en funcién del 4cido y pH
utilizado.
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La linea continua aquellos tratamientos que mostraron diferencias significativas respecto al control (CON): acido acético (ACET), &cido propidnico
(PROP) y acido butirico (BUT) a pH 3.

La Tabla 1 muestra la evolucién del pH a lo largo del tracto gastrointestinal y la actividad de la pepsina gastrica
en funcién del AO y pH utilizado. Globalmente, los AO mostraron una capacidad limitada para reducir el pH gés-
trico y en los primeros tramos del intestino delgado. Sin embargo, en el ciego, la inclusion de CIT, FOR y PROP
redujo (P<0,05) el pH respecto al CON. En el caso del pH, la dosis de pH 4 y 5 redujo el pH tanto en el ileon como
en el ciego respecto al CON (P<0,05). La actividad de la pepsina fue significativamente mayor (P<0,05) a dosis de
pH 4 comparado con el resto. Pese a que globalmente los valores de actividad de la pepsina para ACET y CIT
fueron mas bajos que en CON, a pH 4 (datos no mostrados) la actividad enzimética fue equivalente a la del CON.
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Tabla 1. Valores del pH y actividad pepsina en el tracto gastrointestinal.

Efecto Fundus Antrum  Duodeno  Yeyuno fleon Ciego peAF‘::stiha
Control 3,29 1,45% 7,32 7,53 7,70% 5,782 175,0°
Acético 391 1,520 7,18 7,46 7,590 5,66 86,9
Férmico 3,85 1,542 7,17 7,47 7,61° 5,60¢ 119,72
Acido  Propidnico 3,88 1,520 7,16 7,51 7,672 5,62¢ 94,75
Lactico 413 1,56% 717 7,48 7,60° 5,67%0¢ 110,5%
Citrico 4,02 1,612 712 7,50 7,60° 5,60¢ 75,5¢
Butirico 3,60 1,500 7,23 7,50 7,630 5,742 129,8%
‘Pvalor Acido 0455 0119 0637 0630 0133  <0,001 0025
EEM Acido 0,476 0,074 0,120 0,056 0,061 0,066 32,80
‘PvalorDia 0282 0309 <0001 <0001 <0001 <0001 0461
P-valor Acido*dia 0,162 0,543 0,593 0,567 0,329 0,003 0,927
3 3,79 1,53 7,21 7,522 7,66° 5712 88,4°
pH 4 4,08 1,56 7,16 7,49 7,60° 5,65° 136,6°
5 3,83 1,53 7,16 7,47° 7,61° 5,62° 83,3
‘PvalorpH 023 0353 0468 0080 0040 0011 0020
EEMPpH 0133 0021 0034 0016 0018 0019 942
P-valor Dia 0,897 0,217 <0,001 <0,001 <0,001 0,001 0,889
P-valor Acido*pH 0,001 0,229 <0,05 0,377 0,240 0,166 0,015

a-d Valores dentro de una columna sin superindice en comin son estadisticamente diferentes (P< 0,05). n= 36 para acidos, n=12 para control y n=72
para pH. EEM: Error estandar de la media. Act. pepsina expresada como unidades de pepsina por g de contenido estomacal.

Algunos autores han observado efectos positivos en el rendimiento productivo con la introduccién de mezclas
de AO comerciales en conejos de cebo (Zhu et al., 2014), mientras que otros pese a obtener una mejora del
rendimiento, observaron un aumento de la mortalidad durante el cebo con su suplementacién (Cesari et al.,
2008). Nuestros resultados indican que la capacidad de acidificacién del ambiente gastrointestinal de los AO y
su efecto sobre la actividad enziméatica de la pepsina es limitada. Esto puede deberse al tipo de dieta, al com-
portamiento de los AO (pKa) y a las caracteristicas de los animales (edad, sexo, genética, y estado de salud). La
mejora en el rendimiento observada por Cesari et al. (2008) y Zhu et al. (2014) pudo deberse a que la duracién
del periodo de administracion de los AO fue durante todo el engorde, superior al de este estudio. Los efectos
observados a nivel del ciego indican que algunos AO son capaces de proporcionar mas moléculas sin disociar,
manteniendo su capacidad antimicrobiana (Russell y Diez-Gonzélez, 1998) en un lugar idéneo.

Conclusién

Extender la duracién de la suplementacion de AO durante el engorde podria mejorar los resultados de ren-
dimiento y modular el ambiente gastrointestinal de los gazapos. Los AO con mayor potencial para su uso en el
post-destete segun los resultados obtenidos fueron el acido férmico, el acido acético y el &cido citrico a pH 4.
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term reproduction

Pascual JJ*, Martinez-Paredes E, Rédenas L, Blas E, Cambra-Lépez M
Instituto de Ciencia y Tecnologia Animal. Universitat Politécnica de Valéncia. Camino de Vera s/n. 46022. Valencia. Spain.
*jupascu@dca.upv.es

Resumen

Se evalud el efecto de la aplicacion de estrategias de recria en conejas jovenes, basada en 0 a 3 esquemas
de restriccién alimentaria, sobre la flexibilidad de sus reservas corporales y reproduccién a largo plazo.
Cada restriccion fue de 6 dias de reduccidon progresiva desde ad libitum a cero y 3 dias de recuperacién
progresiva hasta ad libitum. A los 63 dias de edad, 120 conejas se dividieron en 4 estrategias: AL, alimenta-
das ad libitum; 1R, alimentadas ad libitum con una restriccién de 92 a 101 dias de edad; 2R, alimentadas ad
libitum con dos restricciones de 70 a 79 y de 114 a 123 dias; 3R, alimentadas ad libitum con tres restricciones
de 70 279,92 a 101y 114 a 123 dias. Las hembras fueron inseminadas artificialmente (I1A) a los 137 dias de
edady 11 dias postparto. Se controlé el peso vivo (PV), el espesor de la grasa perirrenal (EGP) y el consumo
de alimento de las hembras hasta el 2° parto. Se controlé el tamafio de camada viva y total al nacer hasta
el 9° parto. Unos dias antes de la 1% A, las conejas fueron desafiadas con isoproterenol para determinar su
potencial lipolitico. Las conejas jovenes de las estrategias R mostraron claras pérdidas de PV y EGP durante
las restricciones, pero recuperaron valores similares al grupo AL semanas después de la realimentacién. En
la 17 1A, las hembras R tenian una concentracién sanguinea basal mas baja de acidos grasos no esterificados
respecto a las hembras AL (-13,9 uEg/L; P=0,002). Hubo un incremento lineal del total de nacidos y nacidos
vivos durante 9 ciclos reproductivos con el nimero de restricciones aplicadas durante la recria (+0,47 y
+0,42 por restriccidn, respectivamente; P<0,05). Las restricciones no afectaron la flexibilidad de las reservas
corporales, pero mejoraron la prolificidad.

Palabras clave: recria, alimentacion, restriccidn, reproduccién, reservas corporales.

Abstract

This work evaluated the effect of a rearing training strategy for young rabbit does, based on 0 to 3 feed
restriction schemes, on their body reserves flexibility and long-term reproduction. Each restriction was 6
days of progressive reduction from ad libitum to zero and 3 days of progressive recovery until ad libitum
feeding. At 63 days of age, 120 rabbit females were divided into 4 strategies: AL, fed ad libitum; 1R, fed
ad libitum with one restriction scheme from 92 to 101 days of age; 2R, fed ad libitum with two restriction
schemes from 70 to 79 and 114 to 123 days; 3R, fed ad libitum with three restriction schemes from 70 to
79,92 to 101 and 114 to 123 days. Females were artificially inseminated (Al) at 137 days of age and at 11
days postpartum thereafter. Live weight (LW), perirenal fat thickness (PFT) and feed intake of females were
controlled until the 2nd parturition. Alive and total litter size at birth was controlled until the 9th repro-
ductive cycle. A few days before the first Al, does were challenged with isoproterenol to determine their
lipolytic potential. Young rabbit does from the R strategies showed clear losses of LW and PFT during the
application of restriction schemes but recovered the AL group values some weeks after refeeding. At first
Al, R females had lower basal blood concentration of non-esterified fatty acids with respect to AL females
(on av. -13.9 uEg NEFA/L; P=0.002). There was a linear increase of total born and born alive during 9 re-
productive cycles with the number of restrictions applied during rearing (+0.47 and +0.42 per restriction,
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respectively; P<0.05). The restrictions applied during rearing did not affect body reserves’ flexibility but
improved the prolificacy of the females.

Keywords: rearing, feeding, restriction, reproduction, body reserves.

Introduccidn

El estado corporal es un componente fundamental en las conejas reproductoras. Disponer de las reservas
corporales adecuadas en cada momento de la vida de la coneja nos asegura poder optimizar la reproduccién,
siendo ademas garante de la salud y el bienestar de la coneja (Pascual et al., 2013).

Las conejas primiparas, aungue no han alcanzado aun su tamafo adulto, suelen llegar al final de su primera
gestacidn con unos niveles de reservas corporales bastante elevados, mostrando posteriormente una consi-
derable movilizacién de reservas previa al momento del primer parto (Savietto et al., 2016) y una recuperacion
prolongada de dichas reservas corporales a lo largo del mismo ciclo reproductivo. Esta fluctuacion de las reser-
vas durante los primeros ciclos puede afectar a las conejas, ya que puede producir una desviacién relevante en
trayectoria natural de sus reservas corporales definidas genéticamente por la homeorresis, poniendo a la coneja
en un estado de mayor riesgo frente a desafios. Posteriormente, a medida que avanzan los partos, la intensidad
de estas movilizaciones y recuperaciones de reservas corporales disminuyen (Quevedo, 2005). Esto ha sido tam-
bién observado en otras especies. Por ejemplo, las vacas lecheras primiparas también suelen llegar al primer
parto con un mayor estado corporal que las adultas, mostrando igualmente una mayor dificultad de recuperar
las reservas corporales perdidas alrededor del parto que las vacas multiparas (Roche et al., 2009).

Asi pues, parece que la flexibilidad de las reservas corporales o la capacidad de los animales para limitar mo-
vilizaciones excesivas y facilitar recuperacion de éstas podria mejorar con la edad o a medida que los tejidos
adiposos son entrenados a lo largo de los partos. Como la mayoria de los reproductores son seleccionados por
criterios productivos tempranos, y los primeros ciclos tienen mucha importancia en la productividad general de
la granja, seria interesante explorar la posibilidad de mejorar esta capacidad de los animales lo antes posible.
Asi, nuestra hipdtesis inicial va enfocada a que un entrenamiento en uso de las reservas corporales durante la
recria podria mejorar la capacidad de recuperacién de las conejas reproductoras jévenes durante los primeros
ciclos, contribuyendo a optimizar tanto su futura reproducciéon como su potencial supervivencia.

El objetivo de este trabajo fue evaluar el efecto de la aplicacidn de diferentes esquemas de restriccién durante
la fase de recria de las conejas jovenes, basadas en simular las caidas de ingestién observadas alrededor del
parto, sobre la movilizacién de sus reservas corporales durante el primer ciclo reproductivo y su reproduccién a
largo plazo.

Material y métodos

Se utilizaron un total de 120 conejas de la linea LP (Universitat Politecnica de Valéncia, UPV). El procedimiento
fue aprobado por el Comité de Etica en la Experimentacién Animal de la UPV (cédigo: 2022/VSC/PE/0167). Alos
63 dias de vida, las 120 conejas fueron asignadas aleatoriamente a cada una de las cuatro estrategias de alimen-
tacion durante la recria (30 animales por estrategia): AL, conejas alimentadas ad libitum en todo momento; 1R,
conejas alimentadas ad libitum pero con la aplicacién de una restriccién de 92 a 101 dias de edad; 2R, conejas
alimentadas ad libitum con dos restricciones de 70 a 79 y de 114 a 123 dias de vida; y finalmente, 3R, conejas ali-
mentadas ad libitum con tres restricciones de 70a 79, 92 a 101y 114 a 123 dias de vida. Cada restriccién consistié
en 6 dias de reduccién progresiva desde ad libitum a cero y 3 dias de recuperacién progresiva hasta alcanzar
de nuevo la alimentacién ad libitum. El valor de ingestién ad libitum para determinar la reduccién progresiva
se calculd para cada coneja a partir de su ingestion durante los 14 dias antes la aplicacién de la restriccién. Las
conejas fueron alimentadas en todo momento con un pienso comercial para conejas reproductoras (GESALPA
version UPV de NANTA S.L.) que contenia un 17,4% de proteina bruta y un 15,5% de fibra bruta.

Las hembras fueron inseminadas artificialmente (IA) a los 137 dias de edad con la misma mezcla de semen de
machos LPy a los 11 dias postparto hasta su noveno parto. Se controld el peso vivo (PV) y la ingestidn de pienso
alos 63, 70, 79, 92, 101, 114, 123, 137 (17 IA), primer parto, 18 dias postparto (dpp), 28 dpp (destete) y segundo
parto. El espesor de la grasa perirrenal (EGP) mediante ultrasonidos (Pascual et al., 2004) se controlé los dias 63,
79, 101, 123, 137, primer parto, 18 dias postparto (dpp), 28 dpp (destete) y segundo parto. Posteriormente se
controlé el tamafio de camada viva y total al nacer hasta el noveno parto. Unos dias antes de la 17 IA, las conejas
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fueron desafiadas con isoproterenol (50 mg/kg PV) para determinar su potencial lipolitico, segin el procedi-
miento descrito por Theilgaard et al. (2005). Se obtuvieron muestras de sangre a tiempo 0y 7 min del desafio
que fueron analizadas para determinar su contenido en acidos grasos no esterificados (NEFA) en un analizador
automatico Wako Diagnostics 20R (Toshiba Medial Systems Co., Ltd., Tokyo, Japdn).

Los datos de PV, consumo de pienso, EGP y tamafio de camada al parto fueron analizados estadisticamente
mediante un procedimiento MIXED de SAS (2015) para el anélisis de medidas repetidas, con un modelo que
incluyé el tratamiento y el dia de vida o parto como factores fijos y el efecto aleatorio de la coneja. Los datos
de NEFA en sangre fueron analizados con un modelo GLM de SAS, con un modelo que incluyé el tratamiento
como efecto fijo. Se realizd contrastes ortogonales para determinar el efecto lineal y cuadratico del tratamiento.

Resultados y discusion

La Figura 1 muestra la evolucion de la ingestion de pienso, PV y EGP de las conejas hasta el segundo parto en
funcién de la estrategia de restriccion aplicada durante la recria. Podemos ver en la Figura 1a que las conejas
de la estrategia AL mostraron el patron de ingestidon habitual de las conejas primiparas, con un aumento hasta
la 17 IA, para luego disminuir durante la gestacion (especialmente en los Ultimos 10 dias preparto; Savietto et al.,
2016), para luego aumentar durante la lactacién, volviendo a caer durante la segunda gestacion. La aplicacion de
las diferentes estrategias de restriccién no tuvo ningln efecto sobre ingestion de pienso posterior de las cone-
jas, sélo las conejas de la estrategia 3R mostraron una mayor ingestién de pienso durante la primera gestacién
que las de la AL (+11,1%; P<0,05).

Como era de esperar, las conejas de las estrategias 1R, 2R y 3R mostraron claras pérdidas de PV y EGP durante
la aplicaciéon de las restricciones (Figuras 1b y 1c), pero recuperaron los valores de las conejas con la estrategia
AL semanas después de volver a alimentarse ad libitum. Tan solo las conejas de la estrategia 1R mostraron pun-
tualmente un menor PV al primer parto (-5,0%; P<0,05) y un menor EGP al segundo parto (-4,3%; P<0,03). En
cualquier caso, las estrategias basadas en la restriccion si llevaron a un crecimiento corporal y de las reservas més

paulatino respecto a la estrategia AL, aunque al inicio de la reproduccién todos los animales mostraran valores
similares.

Figura 1. Efecto de la estrategia de alimentacién en recria (AL; ad libitum; 1R con una restriccién; 2R: con dos
restricciones; 3R: con tres restricciones) sobre la evolucién del consumo de pienso (a), peso vivo (b) y espesor
de la grasa perirenal (c) de las conejas entre los 63 dias de vida y su segundo parto. Se marcan aquellas estra-
tegias de restriccion (1R, 2R y 3R) que fueron significativamente distintas a la AL en cada momento.
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Respecto a la movilizacion y recuperaciéon de reservas alrededor del parto, aunque si parece observarse una
menor recuperacion postparto con la estrategia AL con que las R (0 vs. 3,7%), no se observaron diferencias signifi-
cativas. De hecho, no se observaron diferencias significativas para el potencial lipolitico de las conejas a la primera
IA, calculado como la diferencia entre la concentracién de NEFA entre los momentos 0y 7 min tras la aplicacién
del desafio con isoprotenerol (de promedio +165y +137 mEg/L, para las conejas AL y R, respectivamente). Sin
embargo, las conejas de las estrategias 1R, 2R y 3R tuvieron una concentracién sanguinea basal mas baja de NEFA
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respecto a las AL a la primera IA (-13,9+4,5 mEg/L; P=0,002). Estos resultados podrian indicarnos que las conejas
sometidas a cualquiera de las estrategias de restriccién durante la recria parecen mostrar un desarrollo més pau-
latino durante dicha recria y un menor contenido de NEFA en sangre a la primera inseminacion, que puede ser
indicativo de estar aun en un periodo de constitucién de reservas. Resultados similares han sido observados con
anterioridad por Martinez-Paredes et al. (2012) con sistemas de recria basados en piensos fibrosos, donde también
se obtiene un desarrollo més pausado, asi como una menor con una menor concentracion en NEFA en sangre (esta
vez al primer parto), en comparacién con la utilizacién ad libitum de piensos comerciales para conejas.

En lo que se refiere al efecto de la estrategia de recria utilizada sobre la reproduccién a largo plazo, la Tabla 1
recoge los principales efectos de las distintas estrategias sobre el nUmero de nacidos a lo largo de los primeros
9 partos. Aunque, inicialmente no se observaron diferencias significativas para el efecto de la estrategia sobre
el tamafio de camada, si se observd un incremento lineal del nimero de gazapos nacidos, tanto totales como
vivos, durante los 9 ciclos reproductivos con el nimero de restricciones aplicadas durante la crianza (+0,47+0,20
y +0,42+0,29 gazapos al parto por restriccién, respectivamente; P<0,05). Estos resultados coinciden con los ob-
tenidos también a largo plazo por Martinez-Paredes et al. (2018) con piensos fibrosos administrados ad libitum
durante la recria. En dicho trabajo, los autores observan que la utilizaciéon de piensos fibrosos durante toda la
recria produce un desarrollo més paulatino de las conejas, asi como un aumento significativo del nimero de
nacidos vivos y destetados a largo plazo respecto al uso de un pienso comercial.

Tabla 1. Efecto de la estrategia de alimentacién en recria (AL; ad libitum; 1R con una restriccién; 2R: con
dos restricciones; 3R: con tres restricciones) sobre el tamafio de camada medio al parto de las conejas du-
rante sus primeros 9 ciclos reproductivos.

Estrategia de alimentacién

Efecto lineal
AL 1R 2R 3R ESM P-valor
Nacidos totales 10,04a 10,69ab 10,72ab 11,28b 0,37 0,1177 0,0322
Nacidos vivos 9,33a 9.31a 9.61ab 10,6b 0,41 0,0859 0,0263

ESM: error estandar medio.

En conclusidn, las estrategias de restriccion en recria testadas en este estudio, basadas en la simulacion de la
ingestién y movilizacién que sufren las conejas alrededor del parto, no parecié afectar a la flexibilidad de uso de
las reservas corporales de las conejas de modo que pudiera mejorar su capacidad de afrontar los ciclos repro-
ductivos. Sin embargo, tal y como se ha observado anteriormente en otros estudios de restriccion alimentaria
durante la recria, el desarrollo paulatino de las conejas durante dicho periodo parece contribuir a mejorar la
capacidad reproductiva de las conejas a largo plazo.
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Resumen

Se formularon cuatro piensos diferentes (variando Unicamente el porcentaje de calcio mediante la inclusion de
carbonato célcico): el primero sin carbonato célcico anadido (0,45% Ca), y otros tres con 0,525, 0,600 y 1,000%
Ca, y 10,3 MJ energia digestible/kg. Los piensos se suministraron ad libitum a un total de 236 conejos, desteta-
dos y alojados en jaulas individuales desde los 30 hasta los 64 dias de edad (59 gazapos/tratamiento). El incre-
mento del nivel de calcio redujo linealmente la velocidad de crecimiento y la eficiencia alimenticia (P = 0,036).
Ademés, el aumento del calcio tendié a reducir la ingestién (P = 0,086) y a aumentar la suma de la mortalidad
y la morbilidad (P = 0,095), sin afectar al valor de mortalidad. El incremento del nivel de calcio no modifico las
caracteristicas (resistencia y elasticidad) de las tibias (P= 0,35).

Palabras clave: calcio, rendimientos productivos, salud, retencién mineral, conejo.

Abstract

Four diets were formulated (varying only the percentage of calcium with the inclusion of calcium carbonate): the
first one without added calcium carbonate (0.45% Ca), and three others with 0.525, 0.600 and 1.000% Ca and 10.3
MJ digestible energy/kg. The diets were fed ad libitum to a total of 236 rabbits, weaned and housed in individual
cages from 30 to 64 days of age (59 rabbits/treatment). Increasing calcium level linearly reduced growth rate and
feed efficiency from 30 to 64 d of age (P= 0.036). In addition, increasing calcium tended to reduce feed intake (P
= 0.086) and increased the sum of mortality and morbidity (P = 0.095), without affecting the mortality rate. The
increase of calcium level impaired the mineral retention efficiency and increased the urinary mineral excretion (P
< 0,001) but did not change the strength and elasticity characteristics of the tibia (P = 0.35).

Keywords: calcium, growth performance, health, mineral retention, rabbit.

Introduccidn

En condiciones de incidencia de enteropatia epizodtica ninguna de las estrategias nutricionales estudiadas (nivel
y tipo de fibra, proteina, restriccion) garantiza mantener unos niveles de mortalidad reducidos, lo que sugiere que
podria haber otros posibles factores de incidencia que no se estén considerando. El nivel de calcio del pienso podria
ser uno de estos factores teniendo en cuenta el impacto negativo que ejerce sobre la enteritis necrética en pollos de
engorde, enfermedad en la que también esta implicado Clostridium perfringens. En trabajos previos, la reduccion
del nivel de calcio en pollos (en un 33%) redujo la tasa de mortalidad, mejoré la morfologia de la mucosa y aumenté
el pH yeyunal, lo que podria estar relacionado con la actividad/produccién de toxinas de C. perfringens (Paiva et
al., 2013 y 2014). Por el contrario, el aumento del nivel de calcio en pienso de pollos de engorde afectados por una
enteritis necrética subclinica aumenté la mortalidad y disminuyd la digestibilidad ileal de la proteina, sin observarse
otros efectos (Zanu et al., 2020a, 2020b). En lechones, el aumento de calcio por encima de los requerimientos redujo
la expresion génica que codlifica las proteinas de las uniones estrechas de los enterocitos de la mucosa, y que estan
directamente vinculadas con la permeabilidad paracelular de la misma (Metzlez-Zebeli et al., 2015). Estos resultados
muestran el interés de estudiar si la reduccién del nivel de calcio en los piensos de conejos, donde en ocasiones suele
estar en exceso, ejerce un efecto positivo sobre los rendimientos productivos y la mortalidad.
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Material y métodos

Se formulé un pienso control con un 0,45% de calcio, que fue el nivel méas bajo posible con los ingredientes
disponibles en la fabrica. Los ingredientes fueron granos de cereal, torta de girasol y soja, subproductos de ce-
reales, melaza, pulpa de remolacha, alfalfa y paja, con el objetivo que estuviese cercano a las recomendaciones
de calcio maés bajas (NRC, 1977; Furlan et al., 1997). Ademas, el pienso se formulé con un 0,4% de fésforo, 34%
de fibra neutro detergente, 10,9% de proteina bruta digestible y 10,3 MJ energia digestible/kg pienso (ED). A
partir de este pienso base se fue afiadiendo calcio en forma de carbonato célcico (39% de calcio) para la elabo-
racién de los piensos restantes. De esta manera, se obtuvieron 4 piensos con porcentajes de inclusién de calcio
creciente: 1) P-1(0,450% Ca) nivel de calcio estdndar aportado Unicamente por los ingredientes (0,44 g Ca total/
MJ ED); 2) P-2 (0,525% Ca) aportado por los ingredientes, mas la adicién de 0,192% CaCO, 3) P-3(0,600% Ca)
aportado por los ingredientes, mas la adicién de 0,3848% CaCO3, para aportar un contenido de acuerdo con las
recomendaciones actuales de gazapos en crecimiento (Mateos et al., 2020); 4) P-4 (1,000% Ca) aportado por los
ingredientes més la adicidn de 1,4104% CaCQO3, para aportar un contenido de acuerdo a las recomendaciones
actuales de conejas reproductoras (Mateos et al., 2020). El contenido en cenizas aumentd de 7,36 a 7,91% MS
entre piensos extremos. Un total de 236 gazapos hibridos (linea V x R de la Universidad Politécnica de Valencia)
con un peso medio de 565 + 105 g (media + desviacidn estandar), provenientes de 32 camadas y dos naves (N1
y N2) diferentes, fueron destetados con 30 dias de edad y posteriormente alojados individualmente (59 gazapos/
tratamiento), bloqueados por camada y asignados al azar a los piensos. Los gazapos tuvieron acceso ad libitum
al pienso y al agua hasta los 64 dias de edad. Tras un ayuno de 16 h se sacrificaron 12 gazapos/tratamiento para
determinar el rendimiento a la canal y las caracteristicas de la tibia. Se utilizaron 11 gazapos/tratamiento para
determinar la digestibilidad fecal de 43 a 47 d de edad. La estimacién de la composicién corporal y de la canal,
asi como el balance mineral se determinaron por bioimpedancia de acuerdo con Saiz et al. (2017 y 2022). Se
analizé estadisticamente el efecto lineal del nivel del calcio de los piensos sobre los rendimientos productivos
utilizando un modelo mixto que incluyd el efecto lineal del calcio, el peso inicial como covariable, la nave de ori-
gen, y el hecho de haber realizado o no la bioimpedancia al animal, como efectos fijos y la camada como efecto
aleatorio. La mortalidad y la morbilidad (animales que pesaron menos de 1700 g al final del cebo) se analizaron
utilizando un modelo logistico que incluyé los efectos fijos anteriores. Los valores de digestibilidad fecal de los
distintos componentes del pienso se analizaron mediante un anélisis de varianza que considerd el efecto lineal
del nivel de calcio. Los resultados del balance mineral se analizaron considerando el efecto lineal del nivel de
calcio, el peso inicial como covariable, la nave de origen como efecto fijo y la camada como variable aleatoria.

Resultados y discusion

El incremento del nivel de calcio redujo linealmente, de 30 a 64 d de edad, la velocidad de crecimiento y la
eficiencia alimenticia (P £ 0,036. Tabla 1).
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Tabla 1. Efecto lineal del nivel de calcio del pienso sobre los rendimientos productivos en gazapos.

Niveles del calcio en el pienso, %
0,450 0,525 0,600 1,000 EEM
N inicial 59 59 59 59
Periodo 30-43 d

Velocidad de crecimien-

528 50,6 519 50,7 1209 <0001 0,002 0,17 0,32
to, g/d
Consumo, g/d 101 101 101 102 2349 <0001 013 0,35 0,82
S‘;‘;‘e”da alimenticia, 0528 0,509 0524 0501 0,008 002 0025 0,39 0,016
Mortalidad, % 0,0 35 5,1 0,0 ; - 0,52 0,82 0,50

Periodo 43-64 d
Peso vivo 43d, g 1250 1221 1238 1222 157 <0001 0,002 0,17 0,32
Velocidad de crecimien- 4 45,0 44,2 415 1,146 0,79 0,72 0,12 0,004
to, g/d
Consumo, g/d 138 135 135 128 3267 0,002 0,32 0,23 0,029
Sji;e”da alimenticia, 0,337 033 0328 0323 0006 <0001 0079 043 0,084
Mortalidad, % 10,3 12,3 136 17,0 ; ] 0,79 0,63 0,29
Periodo 30-64 d

Peso vivo 64 d, g 2220 2169 2169 2096 299 <0001 0077 0,62 0,005
Yf';j'(fad de crecimien- g5 47,2 47,2 45,1 0,880 0,008 0,080 0,62 0,005
Consumo, g/d 124 122 122 118 2439 <0,001 0,16 0,53 0,086
S‘Eie”da alimenticia, 0397 0387 0389 0383 0004  <0,001 0,40 0,78 0,036
Mortalidad, % 10,3 15,8 18,6 17,0 - ; 0,61 0,72 0,51
Mortalidad + morbili- 19,1 15,7 30,7 30,7 - - 0,11 0,55 0,095
dad, %

Numero de réplicas: nave (1: 108; 2: 128), BIA (si: 100; no: 136). EEM: error estandar de la media. Covariable: peso inicial.

Ademas, el aumento del calcio tendié a reducir la ingestion (P = 0,086) y a aumentar la suma de la mortalidad
y la morbilidad (P = 0,095), sin afectar al valor de mortalidad. La mayor parte de los gazapos enfermos o muer-
tos tuvieron sintomas compatibles con la enteropatia epizodtica. Estos efectos fueron més pronunciados en la
segunda fase del cebo (43-64 d edad). El hecho de determinar la bicimpedancia no afectd a los rendimientos
productivos durante el cebo (P <0,12).

El incremento del nivel de calcio en el pienso no modificé la digestibilidad fecal de la materia seca ni de las
cenizas, ni la cantidad de minerales retenidos en el cuerpo y la canal (Tabla 2). Sin embargo, al incrementarse la
ingestion mineral, en términos totales y digestibles, se redujo la eficiencia de retencion de los minerales diges-
tibles tanto a nivel corporal como de la canal (P < 0,001). La excrecién mineral en las heces tendié a aumentar
ligeramente con el nivel de calcio (P = 0,090). La ausencia de un efecto mayor a nivel fecal y el aumento de un
32% de la excrecion de minerales en orina con el nivel de calcio (P < 0,001) concordaria con la gran capacidad
de absorcién de calcio que tiene el conejo y su particular metabolismo (Cheeke, 1987).
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Tabla 2. Efecto lineal del nivel de calcio del pienso sobre la digestibilidad fecal (44-47 d) y el balance mine-
ral de 30 a 64 d.

Niveles del calcio en el pienso, %

0,450 0,525 0,600 1,000 EEM P

cov nave Calcio
Digestibilidad fecal, % (n = 10)
Materia seca 57,5 58,8 57,2 57,6 0,77 - -- 0,65
Minerales 49,9 54,7 51,6 53,5 1,40 - 0,35
Balance mineral (n) 20 22 16 17
Consumo mineral, g/kg®’® d
Total 6,175 6,435 6,493 6,817 0,153 0,085 0,75 0,006
Digestible 3,079 3,521 3,35 3,644 0,081 0,06 0,90 0,001
Mineral retenido, g/kg®”* d
Cuerpo (Reu) 1,189 1,184 1,212 1,15 0,02 <0,001 0,002 0,10
Canal (Rca) 0,902 0,882 0,909 0,873 0,014 <0,001 0,75 0,28
Eficiencia mineral
Recu/Ingerido 0,193 0,185 0,188 0,17 0,004 <0,001 0,001 <0,001
Reu/Ingerido digestible 0,387 0,338 0,364 0,318 0,007 <0,001 0,003 <0,001
Reca/Ingerido digestible 0,294 0,252 0,273 0,241 0,005 0,13 0,90 <0,001
Pérdidas minerales, g/kg®”> d
Piel y visceras 0,291 0,304 0,305 0,281 0,016 <0,001 < 0.001 0,37
Heces 3,10 2,91 3,14 317 0,073 0,19 0,62 0,090
Orina 1,89 2,34 2,13 2,49 0,072 0,80 0,41 < 0,001

Numero de réplicas: nave (1: 34; 2: 41). EMM: error estandar de la media. Covariable: peso inicial.

El incremento del nivel de calcio no modificd el rendimiento a la canal ni las caracteristicas de resistencia de la
tibia, asi como su contenido en cenizas (P <0,15. Tabla 3). Estos resultados, junto con el similar contenido mineral
retenido en el cuerpo y la canal observado en los diferentes tratamientos, sugeririan que los gazapos cubren sus
necesidades de calcio con el nivel mas bajo estudiado. No hay una explicacion clara de por qué una reduccién
de calcio en el pienso aumenta los rendimientos productivos y tiende a mejorar la salud de los gazapos. Las
principales hipotesis al respecto estarian relacionadas con un incremento de la permeabilidad de la mucosa y/o
una reduccién de la produccién de toxinas de C. perfringens, lo que habria que confirmar mas adelante.

Tabla 3. Efecto lineal del nivel de calcio del pienso sobre el rendimiento a la canal y las caracteristicas de la
tibia al final del cebo.

Niveles de calcio, %

0,45 0,525 0,600 1,000 EEM P.. Calcio
Peso previo al sacrificio (PV), g 2264 2244 2220 2176 45,0 <0,001 0,15
Rendimiento canal, % 58,6 59,8 59,7 58,2 0,78 0,82 0,35
Tibia, % PV 0,211 0,220 0,216 0,215 0,0072 0,38 0,99
Resistencia a la rotura (pico
maximo), g 26531 26352 26577 25799 1238 0,069 0,64
Elasticidad, mm 2,24 2,52 243 2,67 0,28 0,16 0,35
Cenizas, % MS 55,1 55,1 55,3 55,1 0,86 0,093 0,99

EMM: error estandar de la media (n = 12). Covariable: peso inicial.
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Resumen

Se formuld un pienso control y otros cuatro donde se afiadié al pienso control un 1,025% de Saccharina latissima
deshidratada, ¢ los extractos acuosos de Saccharina latissima, Himanthalia elongata y Ulva spp., respectivamente.
Se realizaron dos experimentos (100 gazapos/exp) donde se determiné la digestibilidad fecal, la concentracién de
acidos grasos volétiles y otros pardmetros digestivos. El grupo control mostré unos valores de digestibilidad de la
materia seca/energia y de la proteina inferiores a la media de los cuatro grupos alimentados con productos de algas o
los dos alimentados con S. latissima (0,015 < P <0,12). La proporcidn de butirato en el ileon de los grupos alimentados
con extracto de S. latissimay H. elongata tendié a ser mayor respecto al grupo alimentado con Ulva spp. (P = 0,094).

Palabras clave: Saccharina latissima, Himanthalia elongata, Ulva spp., conejo.

Abstract

A control diet was formulated and another four diets obtained adding to control diet 1.025% of dehydrated Sa-
ccharina latissima, or aqueous extracts of Saccharina latissima, Himanthalia elongata and Ulva spp., respectively.
Two experiments (100 rabbits/exp) were carried out to determine faecal digestibility, volatile fatty acid concentra-
tion and other digestive parameters. Rabbits from control group showed a lower dry matter/energy and protein
digestibility values than the mean of the groups fed with seaweed or the two groups fed with S. latissima (0.015
<P <0.12). The ileal proportion of butyrate of the groups fed S. latissima extract and H. elongata tended to be
higher than that of the group fed Ulva spp. (P = 0.094).

Keywords: Saccharina latissima, Himanthalia elongata, Ulva spp., rabbit.

Introduccidn

Las algas marinas pueden ser una fuente de fibra interesante para los conejos. Su composicién quimica se
caracteriza por tener un contenido elevado en fibra dietética, en especial fibra soluble, cenizas y contenidos
variables de proteina (Bujan et al., 2022). La riqueza en fibra y cenizas hace que su valor energético sea limitado
y hayan sido utilizadas como alimento para rumiantes. Sin embargo, la fraccidn fibrosa de algunas algas marinas
como S. latissima ha mostrado in vitro ser bastante fermentable, y promover la produccién de butirato, casi tanto
como el extracto de H. elongata (Bujan et al., 2022), por lo que algunas algas/extractos de algas podrian tener
un efecto probidtico interesante en gazapos. El objetivo de este trabajo fue evaluar el efecto de la inclusién de
distintos productos de algas sobre la digestibilidad fecal y la concentracidn intestinal de acidos grasos volatiles.
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Material y métodos

Se formuld un pienso control con un 17% de proteina bruta y un 44,5% de fibra neutro detergente (Tabla 1). Se
formularon otros cuatro piensos afiadiendo sobre el pienso control 1,025% de cuatro productos de algas res-
pectivamente: Saccharina latissima deshidratada, extracto acuoso de Saccharina latissima, extracto acuoso de
Himanthalia elongata y extracto acuoso de Ulva spp. Se fijé este nivel de inclusidn para evitar un exceso de iodo
en los piensos que incluyeron S. latissima. Los productos de algas se seleccionaron en funcién de los resultados
previos obtenidos in vitro por Bujan et al. (2022). Se realizaron dos experimentos. En el Experimento 1 se utiliza-
ron 100 gazapos hibridos (Iinea V x R de la Universidad Politécnica de Valencia) destetados a los 32 d de edad
con un peso medio y desviacion estandar de 651+122g. Los gazapos se bloquearon por camada y se asignaron
al azar entre los 5 tratamientos (20 gazapos/tratamiento), 12 de ellos fueron sacrificados a los 44 d de vida (para
evaluar el peso de los érganos, el pH intestinal y la concentracién de acidos grasos volatiles, AGV, del ileon y del
ciego) y en los otros 8 se determiné la digestibilidad fecal de 51 a 55 d de edad. Solo se sacrificaron los gazapos
aparentemente sanos. En el experimento 2 se utilizaron otros 100 gazapos destetados a los 30 d de edad con
un peso medio y desviacidn estandar de 678+£97g. Los gazapos se bloquearon por camada y se asignaron al
azar entre los 5 tratamientos (20 gazapos/tratamiento) para determinar el peso de los érganos digestivos y el pH
intestinal a los 43 d de edad y la digestibilidad fecal de 56 a 60 d de edad. Los gazapos dispusieron de pienso y
agua a voluntad. Se realiz un anélisis de varianza donde el tratamiento fue el Unico efecto considerado, y cuan-
do se detectd un efecto significativo se realizd un test de Tukey para comparar las medias. Ademas, se realizaron
dos contrastes: control vs. resto de tratamientos, y control vs. S. latissima y extracto de S. latissima.

Tabla 1. Composicién quimica (% MS) y digestibilidad fecal in vitro de los productos de algas y piensos ex-
perimentales.

Control S. latissima S lf;i(;;ima j;:r'g:;a Extr. Ulva spp.
Algas
Materia seca 93,4 95,1 92,3 80,4
Cenizas --- 37,8 55,1 50,3 38,5
Proteina bruta (PB) -- 19,9 15,9 6,4 6,3
Fibra dietética total (FDT) - 32,0 4,2 20,5 40,5
Fibra neutro
detergente - 13,1 0,00 2,6 0,00
Fibra soluble - 18,9 4,20 17,9 40,5
100 - PB -FDT - cenizas -— 10,3 24,8 22,9 14,7
Digestibilidad fecal in vitro, %
Materia orgéanica - 591 99,8 97,3 99,7
Proteina bruta - 67,0 100 94,2 100
Piensos
Cenizas 8,38 8,81 8,79 8,53 8,64
Proteina bruta 17,0 16,9 17,0 16,4 16,6
Fibra neutro detergente 44,5 43,4 42,6 45,2 45,2
Fibra acido detergente 20,1 20,0 19,7 20,5 20,4
Energia bruta, kcal/kg MS 18,1 18,1 18,1 18,2 18,2
Digestibilidad fecal in vitro, %
Materia seca 65,0 65,9 66,2 65,5 66,5
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Resultados y discusion

La digestibilidad fecal de la materia seca fue mayor en el grupo alimentado con S. latissima deshidratada
respecto al control en el Exp.1 (P = 0,003. Tabla 2), mostrando este dltimo un valor mas bajo que la media del
resto de grupos o que los dos que tomaron S. latissima (P < 0,010). Este efecto no se observé en el Exp. 2 con la
materia seca, si bien la digestibilidad de la energia fue superior en los grupos suplementados con algas respec-
to al control (P = 0,032. Tabla 3), y tendié a ser mayor en los dos grupos alimentados con S. latissima frente al
grupo control (P = 0,090). En la misma linea, el grupo control tendié a mostrar una digestibilidad de la proteina
inferior a los grupos alimentados con algas, o especificamente con los dos que tomaron S. latissima en el Exp.
1(P=010y0,12) y en el Exp. 2 (P = 0,032 y 0,090). Estos resultados podrian estar asociados al contenido en
laminarina de los productos de algas (menos en Ulva spp., donde predominan los ulvanos), que es un B-glucano
que ha demostrado mejorar la digestibilidad en lechones. La suplementacién con 300 ppm de laminarina me-
jord la digestibilidad fecal de la energia y la proteina en lechones tras el destete, asi como la expresién de los
transportadores de la glucosa en la mucosa ileal (Heim et al., 2014), lo que podria estar también relacionado con
la mejora de la morfologia de la mucosa del duodeno (Walsh et al., 2013).

Tabla 2. Efecto de la inclusion de productos de algas en el pienso sobre la digestibildad fecal aparente en
gazapos de 51 a 55 d de edad (Exp. 1).

Extracto
Control | ima latissima. elongata g;‘;a EEM P Peman Foman

N 4 6 6 7 5
Peso inicial, g 1484 1608 1472 1435 1377 6,27 0,12 0,90 0,52
Consumo, g MS/d 139 138 126 124 119 6,70 0,20 0,15 0,42
Digestibilidad fecal, %

Materia seca 57,2b 61,5a 60,4ab  58,9ab  60,%ab 0,92 0,030 0,010 0,005

Proteina bruta 69,9 74,0 72,6 741 72,5 1,55 0,420 0,10 0,12

EEM: error estdndar de la media.

Tabla 3. Efecto de la inclusion de productos de algas en el pienso sobre la digestibilidad fecal en gazapos
de 56 a 60 d de edad (Exp. 2).

Extracto
Control 1> latissima ;:;Z:'t'a 2’;‘:’ EEM P Pomon Fomo

N 7 9 8 9 8
Peso inicial, g 2012 1880 1871 1870 1778 789 038 0077 018
Consumo, gMS/d 167 155 167 158 165 713 064 047 049
Digestibilidad fecal, %

Materia seca 574 578 585 584 587 050 040 012 023

Materia organica 58,1 585 59,1 590 595 049 038 013 028

Cenizas 496 508 530 517 502 116 031 019 013

Proteina bruta 667 695 70,1 70,1 687 095 011 0015 0016

Energfa bruta 57,7 585 59,1 590 595 050 016 0032 0090
E/lr‘J‘jL%"aMdSigeS“b'e' 10,4 10,6 10,7 10,7 108 0091 0073 0021 0,091
Z?‘k’;e'&as digestble, 44 118 119 115 114 160 0091 017 0,031
PBA/ED 109ab  119a  111a  108ab 1056 013 0023 098 0,20

EEM: error estdndar de la media.

Los tratamientos no tuvieron efecto sobre el peso del aparato digestivo y del higado (datos no mostrados),
pero si sobre el peso relativo del estdmago que se redujo en los grupos alimentados con H. elongatay Ulva spp.
frente a los dos grupos alimentados con S. latissima (P < 0,001. Exp. 1) o frente al grupo de S. latissima deshidra-
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tada (P = 0,069. Exp. 2). En el Exp. 1 no se observaron efectos relevantes en el pH cecal o en la concentracién de
AGYV, salvo la tendencia a aumentar la proporcidn de butirato en el ileon de los grupos alimentados con extracto
de S. latissimay H. elongata respecto al grupo alimentado con Ulva spp. (P = 0,094. Tabla 4), lo que coincide
con lo observado in vitro previamente (Bujan et al., 2022). Si se observé que el pH ileal en el Exp. 2 fue menor
en los grupos alimentados con algas (P = 0,016), especialmente los alimentados con el extracto de S. latissima.

Tabla 4. Efecto de la inclusion de productos de algas en el pienso sobre el pH y la concentracién ileal y cecal
de acidos grasos volétiles en gazapos de 44 d de edad (Exp. 1).

Control S.latissima ¢ Bt | B e Ohaspp EEM P Pon e ool
Peso vivo, g 1201 1214 1203 1133 1066 68.9 0,51 0,54 0,73
lleon
N 7 5 10 5 6
pH 717 7,15 7,14 6,72 7,29 0,16 0,26 0,6 0,92
pH (Exp. 2) 7,27a 7,17ab 6,78b 7,15ab 7,03ab 0,091 0,016 0,029 0,017
AGV, mmol/g 8,17 9,98 9,67 743 8,71 085 024 0,40 0,11
Acetato, % 95,6 95,6 93,9 92,8 95,9 1,65 0,63 0,55 0,65
Propionato, % 1,49 1,62 2,02 2,64 1,67 0,93 0,92 0,62 0,76
Butirato, % 1,76 1,94 3,50 3,78 0,58 0,91 0,094 0,48 0,37
Isobutirato, % 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 - - - -
Valerato, % 0,00 0,00 0,00 0,00 0,15 0,063 0,36 0,58 1,00
Isovalerato, % 1,10 0,82 0,59 0,80 1,68 0,26 0,81 0,87 0,63
Caproato, % 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 - - - -
Ciego
N 8 7 11 5 7
pH 571 5,68 5,80 5,77 5,94 0,086 0,26 0,36 0,71
pH (Exp. 2) 5,81 5,89 5,82 5,88 5,90 0,70 0,95 0,57 0,69
AGV, mmol/g 130 132 118 118 113 824 04 0,29 0,60
Acetato, % 83,0 82,9 81,6 81,4 83,1 0,79 0,38 0,36 0,40
Propionato, % 4,20 3,27 4,33 3,82 5,50 0,63 046 0,97 0,68
Butirato, % 11,9 13,3 13,4 14,2 10,6 1,70 0,21 0,44 0,28
Isobutirato, % 0,00 0,00 0,00 0,00 0,029 0,012 0,36 0,58 1,00
Valerato, % 0,29 0,24 0,31 0,40 0,34 0,035 0,073 0,34 0,78
Isovalerato, % 0,18 0,13 0,14 0,12 0,17 0,028 0,57 0,25 0,21
Caproato, % 0,37 0,20 0,23 0,12 0,33 0,15 0,76 0,32 0,34

EEM: error estandar de la media. AGV: cidos grasos volatiles. pH ileon Exp. 2: N = 4-7. pH ciego Exp. 2: N = 7-8.
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Relaciones entre el crecimiento y la
eficiencia alimentaria con los caracteres
de comportamiento alimentario e
indicadores de posicion social

de gazapos

Relationships between growth and feed efficiency with feeding behaviour traits and
indicators of social status of growing rabbits

Piles M*, Mora M, Tusell L, Pascual M, Séanchez JP
Programa de Genética y Mejora Animal, IRTA, 08140, Caldes de Montbui, Espafia
*miriam.piles@irta.es

Resumen

Conocer los mecanismos potenciales por los que un animal ejerce su efecto sobre el comportamiento pro-
ductivo de sus companeros de jaula es de gran interés para el manejo y bienestar como para la seleccion. El
objetivo de este estudio fue utilizar la informacién de un nuevo comedero automatico para conejos para: i)
identificar caracteres especificos del comportamiento alimentario que pudieran servir como indicadores de la
posicion de un individuo dentro de la jerarquia social de la jaula; ii) evaluar la relacion entre el crecimiento y la
eficiencia alimentaria con los caracteres mencionados, asi como con los que describen el patron de consumo
individual. A los 39 d de vida, los conejos de 15 lotes se colocaron en jaulas de 6 conejos y se alimentaron ad
libitum para que se acostumbraran al comedero electrénico. De 42 a 60 d, un grupo de 1.086 conejos fue ali-
mentado ad libitum mientras que otro grupo de 1.134 conejos fue alimentado con un horario de alimentacién
restringido entre las 18:00h y las 8:00h del dia siguiente. Las variables que definen cdmo se distribuyen los
recursos entre los companeros de jaula pueden ser buenos indicadores de la posicion de dominancia/subor-
dinacion del animal dentro de la jaula, ya que estéan correlacionadas con la prioridad del animal para acceder
a la comida. Los animales maés eficientes son los que comen menos veces, menos cantidad de comida y pasan
menos tiempo en el comedero. También parecen ser los subordinados, como demuestra el hecho de que no
tengan acceso prioritario a la comida y dispongan de la menor parte de los recursos.

Palabras clave: eficiencia alimentaria, jerarquia social, pauta de consumo, comederos electronicos, conejos.

Abstract

Understanding the potential mechanisms by which an animal exerts its effect on the productive behaviour of its cage
mates is of great interest for management and welfare as well as for selection. The aim of this study was to use informa-
tion from a novel automated feeder for rabbits to: i) identify specific feeding behaviour traits that could serve as indica-
tors of an individual’s ranking within the social hierarchy of the cage; ii) assess the relationship between growth and feed
efficiency with the above traits, as well as those describing the individual consumption pattern. At 39 d of life, rabbits from
15 batches were placed in 6-rabbit cages and fed ad libitum to get used to the electronic feeder. From 42 to 60 d, one
group of 1,086 rabbits was fed ad libitum while other group of 1,134 rabbits was fed on restriction by limiting the feeding
time to the period between 18:00h and 8:00h the following day. The variables defining how resources are distributed
among cage mates can be good indicators of the animal’s dominance/subordination position within the cage as they are
correlated with the animal’s priority for access to food. The most efficient animals are the ones that eat fewer times, have
less amount of food and spend less time in the feeder through. They also appear to be the subordinates, as evidenced
by the fact that they do not have priority access to food and have the smallest share of resources.

Keywords: feed efficiency, social hierarchy, feeding behaviour, electronic feeders, rabbits.
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Relaciones entre el crecimiento y la eficiencia alimentaria con los caracteres de comportamiento alimentario e indicadores
de posicién social de gazapos

Introduccidn

El uso de comederos electronicos en los nicleos de seleccion permite recoger informacién detallada so-
bre el consumo de pienso y la pauta en que se produce a lo largo de un periodo definido. Algunos autores
han examinado la variacién fenotipica y genética de unas pocas variables de comportamiento alimentario
(el nimero de comidas, el consumo de pienso y el tiempo de ocupacién diarios y la velocidad de ingesta)
asi como su relacion con caracteres de interés productivo (Herrera-Céceres et al., 2020; Cavani et al., 2022;
Nufez et al., 2023). Sin embargo, la informacion registrada por los comederos electrénicos puede utilizar-
se mas ampliamente para obtener registros de nuevos caracteres que sean indicadores potenciales de la
posicién del animal en la jerarquia del grupo o de su grado de dominancia sobre sus companeros de jaula.
Entre estos caracteres se incluyen los que indican cémo se distribuye la cantidad de alimento consumido
o el tiempo de ocupacién del comedero entre los companeros de jaula, o el orden en que los animales
acceden al comedero en cada una de las visitas que realizan para completar una comida. El determinismo
genético de estos caracteres y su relacidn fenotipica o genética con caracteres de interés productivo, como
las medidas de eficiencia alimentaria, no han sido estimados en ninguna especie. Conocer la importancia
de los efectos genéticos directos e indirectos (es decir, los efectos genéticos de interaccién social) sobre
estos caracteres, asi como su correlacién con los efectos directos e indirectos de los caracteres productivos
y de comportamiento alimentario podria ser de gran interés para el manejo y bienestar como para la selec-
cién. Asi, la correlacion entre los efectos directos de los marcadores de posicidn jerérquica/dominancia y
los efectos indirectos de los caracteres productivos permitiria identificar los mecanismos potenciales por los
que un animal ejerce su efecto sobre el comportamiento productivo de sus compafieros de jaula. En caso
de que los primeros caracteres sean heredables, seria factible seleccionar directamente por ellos mediante
modelos sencillos para mejorar el rendimiento productivo del grupo. Como pasos previos al desarrollo de
estos estudios genéticos, este trabajo tiene como objetivos: i) identificar caracteres especificos del com-
portamiento alimentario (FB, feeding behaviour) que pudieran servir como indicadores de la posicién de un
individuo dentro de la jerarquia social de la jaula; ii) evaluar la relacién entre el crecimiento y la eficiencia ali-
mentaria con los caracteres mencionados, asi como con los que describen el patrén de consumo individual.

Material y métodos

Los datos corresponden a 15 lotes de gazapos de dos lineas de seleccién ADGR (1.086 animales) y RFI (1.134
animales), ambas seleccionadas para mejorar la eficiencia alimentaria durante el engorde mediante diferentes
criterios de seleccion: Crecimiento medio diario en condiciones de restriccion alimentaria (linea ADGR) y consu-
mo residual de pienso (linea RFI). A los 39 dias de edad, los animales se colocaron en jaulas de 6 animales que
disponian de comedero electrénico y se alimentaron a voluntad (régimen de alimentacién AL). A partir de los 42
d a los animales ADGR se les limitaba el periodo de alimentacion a 12 h (de 18:00 a 06:00 h) hasta los 60d que
terminaba el engorde de ambos grupos (régimen de alimentacién R). Los animales se pesaban individualmente
alos42yalos 60 dy, con esta informacién y la registrada por el comedero electrénico, se obtuvieron las siguien-
tes variables entre las que se calculd la correlacién de Spearman:

i) Variables de crecimiento: peso al destete (WW), ganancia de peso en el engorde (BWG) y ganancia media
diaria (ADQG).
ii) Variables de eficiencia alimentaria (FE): indice de conversion (FCR) y consumo de pienso residual (RFI).
iii) Variables de comportamiento alimentario: nimero de comidas (NM), nimero de visitas por comida (NVM),
intervalo entre comidas (IBM), tiempo en una comida (TM), tiempo de ocupacién del comedero (OTFE),
consumo (FI), velocidad de ingesta (FRmeal), ratio de ocupacion efectiva (REFE).

Indicadores de la posicién en la jerarquia social de la jaula: promedio del turno/posicién en la que va a comer
(Position) para completar cada una de las comidas, promedios de los valores correspondientes a los 15 dias de
control del porcentaje que le corresponde al animal del nimero de ocupaciones del comedero (rateFE), nime-
ro de ocupaciones del comedero sin comer (rateEM), pienso consumido (rateFl) y tiempo de ocupacion (rateT)
ocurridos cada dia en la jaula.

Resultados y discusion

La correlacién fenotipica entre los diversos caracteres fue muy similar en ambos grupos de animales. La figura
1 muestra los resultados correspondientes a los animales racionados. Los caracteres de crecimiento (WW, BWG
y ADG) no se correlacionaron con los caracteres FB ni con los marcadores de posicién jerédrquica o dominancia
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sobre los comparieros de jaula. Como era de esperar, estos caracteres no se correlacionaron con RFly se corre-
lacionaron escasamente con FCR (méximo de -0,3 en animales alimentados con R).

Las correlaciones fenotipicas entre la mayoria de los caracteres de FB fueron globalmente bajas (de 0a 0,5 en
magnitud). Sin embargo, este pardmetro fue muy alto entre IBM con NM y NFE (-0,9 y -0,8, respectivamente) y
entre NM y NFE (+0,9); de moderado a alto entre Fl y NVM (0,7) y entre REFE y NM, NVM e IBM (0,7, 0,6 y -0,6,
respectivamente). Los valores de estas correlaciones son los esperados segun las propias definiciones de los
caracteres.

La velocidad de ingesta se correlaciond ligeramente de forma negativa con la FE (-0,2 tanto con FCR como
con RFI), siendo los animales mas eficientes los que comieron mayor velocidad. El tiempo transcurrido entre el
inicio de la primera y el final de la Ultima visita dentro de una comida estuvo muy poco correlacionado con RFl
(0,1) y no correlacionado con FCR. Sin embargo, REFE, FI, TM, IBM, NVM, NM y NFE se correlacionaron de forma
moderada a alta con RFl y FCR. Asi, los conejos més eficientes fueron los que, de media, visitaron el comedero
con menos frecuencia para completar una comida, comieron menos, pasaron menos tiempo en el comedero,
dejaron pasar méas tiempo entre comidas y tuvieron una tasa menor de visitas al comedero en las que comian.

En cuanto a los marcadores de posicion jerarquica o dominancia sobre los comparieros de jaula, las correla-
ciones entre todos ellos fueron muy variables. Fueron muy bajas entre rateEM y rateFl y rateT (-0,2), bajas entre
rateEM y rateFE (0,4), moderadas entre rate FE y rateFl (0,6) y rateT (0,5) y muy altas entre rateFl y rateT (0,9). Asi,
el animal que comié la mayor parte del pienso consumido en un dia dentro de una jaula fue el que pasé maés
tiempo en el comedero. Por otra parte, el animal que acudia con mas frecuencia al comedero era el que tenia
mas visitas al comedero en las que no comia que sus compareros de jaula. La posicidn se correlaciond negativay
moderadamente con todos los demés marcadores (entre -0,4 y -0,7), excepto con la rateEM (-0,1). Asi, un animal
que comia primero era un animal que, de media, ocupaba el comedero maés veces, pasaba mas tiempo en el
comedero y comia una mayor cantidad del pienso suministrado cada dia que sus comparfieros de jaula.

La correlacién entre la posicion y los caracteres de eficiencia alimentaria fue de -0,3 tanto para FCR como para
RFI. Asi pues, los animales que comian primero eran menos eficientes a la hora de transformar el pienso en ga-
nancia de peso corporal. La relacion entre todos los deméas marcadores de la dominancia sobre los compafieros
de jaulay el RFly el FCR fue muy similar. Un animal més eficiente iba al comedero con menos frecuencia, pasaba
menos tiempo en él y comia menos pienso consumido en un dia que sus compafieros de jaula. Esto podria
corresponder a un mayor gasto energético para mantener la posicion jerarquica de los dominantes. Ademas, te-
niendo en cuenta que la restriccion de alimento parece estar asociada a una mejora de la eficiencia alimentaria,
los conejos dominantes podrian estar produciendo un efecto sobre la eficiencia alimentaria de sus comparieros
de jaula al limitar la cantidad de alimento que pueden ingerir.

La correlacion de la posicidn y todos los demas marcadores de dominancia con los caracteres de comporta-
miento alimentario fue de moderada a baja. Por ejemplo, las correlaciones entre posiciéon e IBM, NM y NFE
fueron de 0,5, -0,5y -0,5, respectivamente. Asi, los animales que comian primero comian més veces y dejaban
transcurrir menos tiempo entre comidas.

Por otra parte, en promedio, los animales que comian primero comian més veces (rateFE) mas cantidad (rateFl)
y ocupaban el comedero mas tiempo (rateT) que sus compafieros de jaula.

86 @ 47 SYMPOSIUM DE CUNICULTURA



Relaciones entre el crecimiento y la eficiencia alimentaria con los caracteres de comportamiento alimentario e indicadores
de posicién social de gazapos

Figura 1. Correlaciones fenotipicas en el grupo de animales racionados
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Forraje verde hidropénico de maiz
(Zea mays) como suplemento
alimenticio sobre los parametros
productivos del conejo (Oryctolagus
cuniculus) en la etapa de engorde

Green hydroponic maize (Zea mays) forage as a nutritional supplement on the producti-
ve parameters of rabbit (Oryctolagus cuniculus) in the fattening stage.

Duréan-Garcia M, Caridad-del Rosario J
Instituto Dominicano de Investigaciones Agropecuarias y Forestales, Republica Dominicana.
Mary.duran02@gmail.com

Resumen

El forraje verde hidropénico (FVH) es considerado como un sistema de produccion que permite la obtencién
de biomasa vegetal de alta sanidad y calidad nutricional para los animales. Ademaés, el FVH se caracteriza por
ser un insumo alimenticio facil y rdpido de producir en cualquier época del afio, condicidn climatica y lugar geo-
gréfico. Por estas razones es una excelente alternativa para la alimentacién de las diferentes especies de interés
zootécnico. Por ello, el objetivo de esta investigacién fue evaluar el efecto del FVH de maiz como suplemento
alimenticio en los pardmetros productivos del conejo en la etapa de engorde. El estudio fue realizado bajo
un disefio completamente al azar con cuatro tratamientos (que incluyeron: un grupo de animales que fueron
alimentados con 100% de pienso comercial (testigo) y tres grupos experimentales que recibieron dietas suple-
mentadas con un 10, 20 y 30% de FVH de maiz) y 4 repeticiones. Tres conejos, alojados en una jaula individual,
fueron considerados la unidad experimental. Las variables evaluadas fueron: consumo medio diario, ganancia
media diaria y rendimiento de canal. Los resultados indican que las referidas variables no resultaron afectadas
(P>0,05) por efecto de los tratamientos. Sin embargo, el anélisis de costo beneficio favorecié al grupo testigo,
permitiendo un valor de retorno por cada peso invertido de RD$ 2,95, en contraste con los tratamientos que se
les oferté un 10, 20 y 30%, los cuales arrojaron valores de RD$ 1,00, 0,51 y 0,15, respectivamente.

Palabras clave: conejo, alimentacién, forraje verde hidropénico, maiz.

Summary

Hydroponic Green Fodder (HGF) is considered as a production system that allows obtaining plant biomass
of high health and nutritional quality for animals. In addition, the HGF is characterized by being a food input
that is easy and fast to produce at any time of the year, climatic condition and geographical location. For these
reasons it is an excellent alternative for feeding different species of zootechnical interest. for this reason, the
objective of this research was to evaluate the effect of maize HGF as a food supplement on the productive
parameters of rabbits in the fattening stage. The study was carried out under a completely randomized design
with four treatments (which included: a group of animals that were fed with 100% commercial feed and three
experimental groups that received diets supplemented with 10, 20 and 30% of corn HGF) and 4 repetitions.
Three rabbits, housed in an individual cage, were considered the experimental unit. The variables evaluated
were: average daily consumption, average daily gain and channel performance. The results indicate that the
aforementioned variables were not affected (P>0.05) by the effect of the treatments. Although, the cost bene-
fit analysis favored the control group, allowing a return value of RD$2.95 for each peso invested, in contrast to
the treatments that were offered 10, 20 and 30%, which yielded values of RD$ 1.00, 0.51 and 0.15, respectively.

Keywords: rabbit, feeding, hydroponic green fodder, maize.
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Forraje verde hidropénico de maiz (Zea mays) como suplemento alimenticio sobre los pardmetros productivos del conejo
(Oryctolagus cuniculus) en la etapa de engorde.

Introduccidn

La técnica del Forraje Verde Hidropdnico (FVH) se basa en el cultivo sin suelo, ya que el proceso de germina-
cién y desarrollo del este cultivo es realizado mediante la utilizacion de riegos con agua hasta que los brotes
alcancen una longitud de 3 a 4 cm; a partir de ese momento, se contintan los riegos con una solucién nutritiva
con el fin de proporcionarle los nutrimentos necesarios para el dptimo crecimiento del forraje. Usualmente, se
utilizan semillas de maiz, avena, cebada, trigo y sorgo (Juarez-Lopez et al., 2013).

El FVH es considerado como un sistema de produccidn que permite la obtencion de biomasa vegetal de alta
sanidady calidad nutricional para los animales. Ademas, el FVH se caracteriza por ser un insumo alimenticio facil
y répido de producir en cualquier época del afio, condicidn climética y lugar geogréfico (siempre y cuando se
establezcan las condiciones minimas necesarias para ello); por lo que es una excelente alternativa de alimenta-
cién en la produccién de animales de interés zootécnico (Séanchez et al., 2011).

En este sentido, esta técnica agricola permite la optimizacién de forraje verde fresco. De acuerdo a unas pre-
visiones realizadas por Sanchez et al. (2011), su utilizacién genera ventajas, tales como: mejora de la conversidn
alimenticia animal, el costo es inferior a la alimentacion en base a concentrados comercial y permite un ahorro
de espacio, energia y labores culturales.

Por todo lo mencionado anteriormente, la presente investigacion fue realizada con el objetivo de evaluar el
efecto técnico y econdmico de la sustitucion parcial de concentrado comercial por FVH de maiz en la alimenta-

cién de conejos en la etapa de engorde.

Material y métodos

El estudio se realizd en el médulo cunicola de la Estacion Experimental Pedro Brand del Centro de Produccién
Animal (CPA) del IDIAF. Para esta investigacion se utilizd un disefio completamente al azar evaluando cinco (5)
tratamientos con 4 repeticiones cada uno. La unidad experimental estuvo compuesta por una jaula con tres (3)
conejos. Los tratamientos fueron aplicados a los animales al momento del destete (32 dias de edad).

Los tratamientos consistieron en: un grupo control, constituido por animales que fueron alimentados exclusi-
vamente con alimento balanceado comercial (FVHQ), y tres grupos experimentales que recibieron una dieta que
incluyd alimento balanceado complementado con un 10, 20 y 30 por 100 de FVH de maiz (correspondientes a
los tratamientos FVH10, FVH20 y FVH30, respectivamente).

El efecto de la utilizacién del FVH de maiz en los indices productivos, se evaludé tomando en consideracion las
siguientes variables: la Ganancia Media Diaria (GMD); el Consumo Medio de Alimento (CMA); y el Rendimiento
de la canal (RC). Las mismas fueron registras desde el inicio del experimento hasta el momento de sacrificio de
los animales, que se produjo a los 60 dias.

Los pardmetros considerados en el estudio fueron evaluados a través de un anélisis de varianza con la ayuda
del software estadistico INFOSTAT (Di Rienzo et al., 2008). Ademas, con la finalidad de determinar la factibilidad
econdmica de la inclusion de FVH de maiz en la dieta para los conejos, fue realizado un anélisis de costo margi-
nal (CIMMYT, 1988).
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Resultados y discusién

1. Consumo de alimento balanceado y FVH de maiz

Tabla 1. Consumos promedio/animal de alimento balanceado y FVH de maiz en conejos de engorde

Tratamiento Alimento balanceado (g) FVH (MS) () CMD AB + FVH (g)
FVHO 3612,00 0 73,71
FVH10 3208,78 467 75,02
FVH20 2926,33 894 77,97
FVH30 2338,68 915 66,40

FVH= Forraje Verde Hidropdnico; AB= Alimento Balanceado; CMD= Consumo Medio Diario; FVHO = grupo control (alimentados 100%
con pienso comercial); FVH10 = conejos alimentados con concentrado + un 10% de forraje verde hidropénico de maiz; FVH20= Grupo
experimental que recibié alimento balanceado + un 20% de forraje verde hidropénico de maiz y FYH30= animales que se les ofrecio
alimento balanceado y una suplementacién de un 30% de forraje verde hidropénico de maiz.

En la tabla 1 se muestra el consumo promedio por animal de alimento balaceado y FVH de maiz durante el
periodo experimental. En la misma se puede contestar que los valores relativo al CMD de alimento total no fue
estadisticamente significativo (p>0.05).

Aunque los tratamientos fueron estadisticamente similares, se puede observar que en los animales pertene-
cientes al grupo experimental con un mayor suministro de FVH de maiz, la ingesta total de alimento fue me-
nor. Ello debido a que en estos conejos se evidencid un rechazo importante del referido forraje. Este hecho,
posiblemente, este relacionado con el aspecto que caracteriza el FVH (es un insumo muy voluminoso por su
alto contenido de humedad). Fuentes et al. (2011) reportaron unos resultados similares, ya que observaron una
disminucién del consumo de FVH de avena al aumentar su oferta.

2. Ganancia media diaria de peso

Figura 1. Ganancia media diaria de pesos en conejos de engorde alimentados con forraje verde hidropdnico
de maiz como suplemento alimenticio.
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Tratamientos

FVHO = grupo control (alimentados 100% con pienso comercial); FVH10 = conejos alimentados con concentrado + un 10% de forraje verde hidropo-
nico de maiz; FVH20= Grupo experimental que recibié alimento balanceado + un 20% de forraje verde hidropénico de maiz y FVH30= animales que se
les ofrecié alimento balanceado y una suplementacion de un 30% de forraje verde hidropdnico de maiz.

Cabe explicitar que los animales pertenecientes al grupo experimental FVH30 obtuvieron GMD inferior (18g/
dia/animal) a los tratamientos FVHO, FVH10y FVH30, que presentaron valores relativo a este pardmetro de 24, 23
y 259, respectivamente. Posiblemente, este hecho se debid a que estos conejos ingirieron una menor cantidad
de alimento durante desarrollo del experimento. Sin embargo, como se puede constatar en la figura 1, estas
diferencias no resultaron estadisticamente significativas.
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Estos resultados son diferentes a los reportados por Sanchez et al. (2011) al evaluar FVH de maiz deshidratado
como suplemento en la alimentacién de conejos de engorde; en razén de que obtuvieron ganancias medias
diarias inferiores a la de este estudio (estimada en 16.22 g/dia/animal).

3. Rendimiento de la canal

Figura 2. Valores correspondientes al rendimiento de canal obtenido en conejos de engorde alimentados con
forraje verde hidropénico de maiz como suplemento alimenticio.
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Tratamientos

FVHO = grupo control (alimentados 100% con pienso comercial); FVH10 = conejos alimentados con concentrado + un 10% de forraje verde hidropo-
nico de maiz; FVH20= Grupo experimental que recibié alimento balanceado + un 20% de forraje verde hidropénico de maiz y FVH30= animales que se
les ofrecié alimento balanceado y una suplementacion de un 30% de forraje verde hidropénico de maiz.

En la figura 2 se muestran los resultados concernientes a los rendimientos en canal de los grupos experimen-
tales. En la misma se puede contestar que los tratamientos son estadisticamente similares (p>0,05). Estos resul-
tados concuerdan con los obtenidos por Sanchez et al. (2011). En razén de que reportaron que se puede incluir
hasta un 60% de FVH de maiz en dietas para conejos de engorde sin afectar el referido parametro.

4. Anélisis econémico

Tabla 2. Beneficio bruto en campo correspondiente a la respuesta productiva de conejos en la etapa
de engorde alimentados con diferentes niveles de FVH de maiz

Ganancia de Rendimiento  Rendimiento Bb en campo

Tratamiento Peso inicial beso (g) Peso final canal (%) carnelg) $RD*
FVHO 921 114 2035 59 657,26 216,90
FVH10 854 1054 1908 53 558,62 184,34
FVH20 810 1147 1957 52 596,44 196,83
FVH30 766 823 1589 52 427,96 141,23

En la tabla 2 se puede observar que el beneficio bruto generado por el grupo experimental que recibié 100%
de alimento balanceado fue mayor que los grupos experimentales cuyas dietas estuvieron complementadas con
FVH de maiz. Este resultado de atribuye a que la GMD en este grupo experimental fue mayor con relacion a los
demaés tratamientos. Este hecho unido al mayor costo de la dieta complementada FVH de maiz, influyd en que
el beneficio neto para el tratamiento testigo (FVHO) fuera mayor (ver tabla 3).
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Tabla 3. Beneficios netos de las tecnologias evaluadas

Variable econémica Unidad FVHO FVH10 FVH20 FVH30
Rendimiento (9) pv 657.26 558.62 596.44 427.96
Rendimiento ajustado* (9) pv 591.53 502.76 536.80 385.16
Beneficio bruto $RD/periodo 216.90 184.34 196.83 141.23
Costo FVH Maiz $RD/periodo - 46.81 90.26 92.37
Costo alim balanceado $RD/periodo 54.85 45.33 39.78 30.10
Costos totales que varian $RD/periodo 54.85 92.14 130.04 122.47
Beneficio neto $RD/periodo 162.04 92.21 66.79 18.76

*= rendimiento medio reducido en un 10 por 100

Tabla 4. Relacion costo beneficio de las tecnologias en estudio

Tratamiento CTv BN rel C:B
FVHO 54.85 162 2.95
FVH10 92.14 92 1.00
FVH20 130.04 67 0.51
FVH30 122.47 19 0.15

CTV: costo; BN: beneficio; rel C:B: relacién entre coste y beneficio

Conclusién

El forraje verde hidropdnico (FVH) de maiz es un insumo alimenticio que no afecta significativamente el rendi-
miento productivo de conejos en etapa de engorde. Sin embargo, su utilizacién en explotaciones cunicola, de
acuerdo a esta experiencia, no es econdmicamente factible.

Los altos niveles de inclusién del referido forraje en fresco afectan de manera considerable su consumo voluntario.
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Resumen

El factor de crecimiento nervioso (BNGF) tiene su papel principal en el sistema nervioso, pero se ha estudiado
también su implicacién en el sistema reproductivo. BNGF y sus receptores se han detectado en diferentes par-
tes del tracto reproductor femenino y masculino del conejo, asi como en el espermatozoide. Estudios previos
indican que interviene en la induccién de la ovulacién y, recientemente, se realizd inseminacion artificial (1A)
incluyendo BNGF recombinante encapsulado con quitosano (rfbNGFch) en las dosis seminales, dando resul-
tados similares a los obtenidos administrando hormona liberadora de gonadotropina (GnRH) via intramuscular
(i.m.) a la hembra. El quitosano es una molécula inerte que se emplea cominmente en biomedicina para la
microencapsulacién de moléculas. El objetivo de este trabajo ha sido investigar si las esferas de quitosano per
se o rrbNGFch afectan a los pardmetros de calidad seminal in vitro en espermatozoides de conejo. Para ello, el
semen diluido con diluyente comercial se incubd a 37°C durante 2h con esferas vacias de quitosano, rroNGFch
o diluyente sdlo. Se analizé la viabilidad, motilidad y el estado de capacitacion en el momento y después de 2 h
de la incubacién. El grupo con microesferas vacias de quitosano mantuvo los parédmetros de calidad seminal y la
capacitacion, lo que sugiere que las esferas son inocuas para los espermatozoides. Tampoco se observé ningin
efecto sobre la motilidad y viabilidad cuando los espermatozoides se incubaron con rrbNGF microencapsulado,
pero aumentd el porcentaje de espermatozoides con reaccidn acrosémica a 0 h con respecto al grupo control.
En conclusién, el uso de microesferas de quitosano no provocd efectos negativos en las dosis seminales, lo que
sugiere que es apto para su utilizacién en IA. La encapsulacién de rrfbNGF con quitosano mantiene los paréme-
tros de calidad seminal, provocando cambios en el estado de capacitacion del semen de conejo.

Palabras clave: quitosano, rNGF, espermatozoide, motilidad, capacitacion, conejo.

Abstract

Nerve growth factor (BNGF) has its main role in the nervous system, but it's also involved in the reproductive
system. BNGF and its receptors have been detected in the female and male rabbit reproductive tracts, as well as
in rabbit sperm. Previous studies indicate that it is involved in ovulation induction and recently, artificial insemi-
nation (Al) was performed with addition of chitosan encapsulated recombinant BNGF (rrobNGFch) in the seminal
doses, inducing analogous results to those obtained by GnRH intramuscular (i.m) administration to the female.
The chitosan is a molecule commonly used in biomedical fields for the microencapsulation of molecules. In this
work, the main objective was to investigate the effect of chitosan or rroNGFch spheres on in vitro semen quality
parameters in rabbit spermatozoa. For this purpose, semen diluted with commercial diluent was incubated at
37°C for 2 h with chitosan spheres, rrfoNGFch or diluent alone. Viability, motility and capacitation status were
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analysed at addition time and after 2 h of addition. The empty chitosan microspheres group maintained sperm
quality parameters and capacitation state, suggesting that the spheres are safe for spermatozoa. When sperma-
tozoa were incubated with rroNGFch, no effects on motility and viability were observed, but the percentage of
spermatozoa with acrosome reaction at 0 h increased compared to the control group. In conclusion, the use of
chitosan spheres did not cause negative effects on semen doses, suggesting that it is suitable for use in Al. En-
capsulation of rrbNGF with chitosan maintains semen quality parameters, leading to changes in the capacitation
status of rabbit spermatozoa.

Keywords: chitosan, riNGF, spermatozoa, motility, capacitation, rabbit.

Introduccidn

Uno de las moléculas descubiertas en los Ultimos afios en el ambito de la fisiologia reproductiva es el factor
de crecimiento nervioso B (BNGF), el cual pertenece a la familia de las neurotrofinas. Se ha demostrado su
papel en la ovulacién en las especies de ovulacién inducida, sobre todo los camélidos (Ratto et al, 2012). Ade-
mas, en el caso del macho, se sabe que el BNGF del plasma seminal interviene en la maduracion de los esper-
matozoides (Cupp et al., 2000) modulando diferentes procesos a través de sus receptores. La unién de BNGF a
su receptor especifico (TrkA) regula la reaccién acrosémica (RA) y la unién al receptor de baja afinidad p75NTR
promueve la actividad mitocondrial, la capacitacion y la apoptosis en los espermatozoides (Castellini et al.,
2020). Por otro lado, la adicién de BNGF in vitro promueve la motilidad de los espermatozoides (humano: Shi
et al., 2012, hamster dorado: Jin et al., 2010), su viabilidad (toro: Li et al., 2010) y facilita la RA (hamster dorado:
Jin et al., 2010). Estos efectos también se han observado en los pardmetros espermaticos del conejo tras la
incubacién con NGF humano 30 min a 37°C, aunque periodos de incubacién mas largos (4 u 8 h), causaban
efectos negativos sobre la viabilidad (Castellini et al., 2020). La incubacién de espermatozoides de conejo en
un estudio dosis respuesta con BNGF recombinante de la préstata de conejo (rMBNGF) (Gene bank: KX528686)
durante 2 h a temperatura ambiente no mostré ningtin efecto negativo sobre la viabilidad ni la motilidad total
y progresiva espermatica in vitro con respecto al control, pero si cambios en los parametro cinéticos a todas
las concentraciones ensayadas (Séanchez-Rodriguez et al., 2022). Cuando rr3-NGF se incluyd en la dosis seminal
con el fin de inducir la ovulacién en las conejas, se observd una tasa de ovulacién menor que la que se obtie-
ne con el tratamiento habitual con la inyeccién de anédlogos de GnRH (Sanchez-Rodriguez et al., 2019), lo que
podria ser debido a una degradacién de rrBNGF en la mucosa vaginal. Por tanto, se decidié microencapsular
rBNGF con quitosano para intentar prolongar su vida media en las dosis seminales y que se liberara de ma-
nera paulatina en la vagina, obteniéndose resultados en la tasa de ovulacién mas satisfactorios (Quiroga et al.,
2022). El objetivo de este estudio ha sido analizar in vitro el efecto de la adicién de rfBNGF microencapsulado
en la dosis seminal y si afecta a los principales parémetros de calidad espermatica, asi como al estado de capa-
citacién de los espermatozoides de conejo en condiciones similares a las vaginales.

Material y métodos

La microencapsulacion del rrfBNGF se llevd a cabo mediante el procedimiento de gelificacién ionotrépica
entre las moléculas de rrBNGF (Genscript) cargadas negativamente y los cationes de quitosano, seguido de un
proceso de atomizacién para la obtencion de un polvo seco (Aranaz et al., 2009). Se obtuvieron microesferas
de un tamario inferior a 10 um y con una relacién de 0,24-0,44 pg de rrBNGF por cada 1 mg de microesferas.
Las microesferas de rrfBNGF liofilizadas se resuspendieron en 1XPBS filtrado y autoclavado justo antes del ex-
perimento, a una concentracion final de 1 pg/ml de rfBNGF. Ademas, la solucién equivalente a las esferas de
quitosano sin riNGF se resuspendié en 1XPBS filtrado y autoclavado.

Se obtuvo el semen de tres conejos New Zealand x California mediante vagina artificial y se realizé una mezcla
heterospérmica para evitar diferencias individuales. La concentracién espermatica del pool de muestras se esti-
mé con una cémara de Neubauer y se prepararon las dosis seminales a una concentracién de 56x10f esperma-
tozoides/ml con un diluyente comercial (Inserbo S.L., Lérida, Espafa). Posteriormente, estas dosis se incubaron
en una estufa a 37 °C (simulando la temperatura vaginal), estableciendo los siguientes grupos experimentales:

- Grupo control: se incubaron 500 pl de la dosis seminal con 500 pl del diluyente comercial.

- Grupo Ch: se incubaron 500 pl de la dosis seminal con 500 pl de la solucién stock de 1 pg/mL de esferas de
quitosano vacias.

-Grupo rrNGFch: se incubaron 500 pl de la dosis seminal con 500 pl de la solucidn stock del pg/ml de
rrBNGF microencapsulado.
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Para comprobar el efecto de rrBNGF microencapsulado o de las esferas de quitosano vacias, se estudiaron
diferentes pardmetros de calidad seminal a Oy 2 horas tras la incubacion. Se evalud la viabilidad con la tincion
de eosina-nigrosina y la motilidad espermatica (total y progresiva) mediante un sistema de andlisis compute-
rizado (ISAS 1.04; Proiser SL, Valencia, Spain) acoplado a un microscopio de contraste de fases. Para evaluar si
afecta a la capacitacién, las muestras se tifieron con clorotetraciclina (CTC), clasificando los espermatozoides
segun Castellini et al. (2019), en tres subtipos bajo el microscopio de fluorescencia: no capacitados, capacita-
dos y reaccionados acrosdmicamente. Se realizaron tres replicados del experimento y el anélisis estadistico se
llevé a cabo con el software GraphPpad InStat (5.01, San Diego, CA, EEUU) con un test Chi2.

Resultados y discusion

Los resultados obtenidos de los parametros de calidad seminal (motilidad y viabilidad) de los 3 grupos experi-
mentales se muestran en la Tabla 1.

A0 h, la viabilidad y la motilidad total fueron similares en todos los grupos, incluso con valores mas altos,
pero no estadisticamente significativos, en el grupo rrfBNGFch. La motilidad disminuyd de manera dréstica
en todos los grupos experimentales tras 2 horas de incubacién. El semen de conejo se suele conservar a una
temperatura de 15-18° C en medios basados en Tris-Citrato, como el comercial utilizado en este experimento
(Roca et al., 2000). En este experimento, la temperatura aplicada para simular el ambiente vaginal durante 2
horas fue mas elevada (37°C) a la de almacenamiento, lo que sugiere que, se pudo alterar el metabolismo
celular con el medio comercial, afectd negativamente, disminuyendo drésticamente la motilidad en todos los
grupos. Sin embargo, otros medios como Tyrode/FERT/TALP o PBS en esas mismas condiciones no causan
valores tan bajos en los pardmetros de calidad de los espermatozoides de conejo (Castellini et al., 2019), de-
bido posiblemente a que contienen moléculas necesarias (como piruvato, bicarbonato, lactato, BSA) para su
mantenimiento fisioldgico éptimo.

Por otro lado, hay que tener en cuenta que el uso de microcépsulas vacias de quitosano puede dar lugar a la
formacién de agregados y afectar a la viabilidad celular (Piotrowska-Kirschling et al., 2020). Las muestras incu-
badas con las esferas de quitosano per se o conteniendo rfBNGF presentaron parédmetros cinéticos y de viabi-
lidad similares al grupo control a tiempo O h y tras la incubacién de 2 horas. Este hecho es importante, porque
indicaria que la utilizacién de este compuesto en las dosis seminales durante la IA en conejas no produce efec-
tos negativos en los espermatozoides. Esto podria explicar los buenos resultados de fertilidad obtenidos en
estudios previos utilizando rrbNGF microencapsulado (Quiroga et al., 2022).

Tabla 1. Viabilidad (V), motilidad total (MT) y progresiva (MP) en muestras espermaticas antes (Oh) y des-
pués (2h) de incubar a 37 °C con diluyente (Control), con esferas de quitosano vacias (Ch), con rrNGF mi-
croencapsulado (rfNGFch).

0 horas 2 horas
Control Ch rrBNGFch Control Ch rrNGFch
V (%) 67,67 5,78 66,0 £ 6,66 75,0+ 1,53 56,0 + 4,58 57,67 + 6,67 | 58,33+ 0,88
MT (%) 92,40 £ 2,25¢ | 92,50 £2,30¢ | 92,83 0,97 | 12,37 £2,400 | 13,43 +4,02 | 1417 = 1,58
MP (%) 55,60+ 6,93 | 60,83 +4,44< | 5827 + 7,43 4,87 £ 1,30 5,57 + 2,200 6,13 £ 0,22

Los resultados se muestran como media + SEM de n=3. Las letras (x, y) indican diferencias significativas (p<0,05) entre tiempos de los mismos
grupos experimentales

El estudio del estado de capacitacién con CTC se muestra en la figura 1. El porcentaje de espermatozoides
no capacitados y capacitados en todos los grupos experimentales antes (0 h) y después de la incubacién (2 h)
fue similar y estuvo alrededor del 60% y del 20% respectivamente en todos ellos. Este resultado seria normal,
teniendo en cuenta que los tiempos de incubacion para que el semen de conejo capacite son minimo de 6 horas
(Zeng et al., 1999). Ademas, se observd un ligero aumento del porcentaje de espermatozoides reaccionados a
tiempo Oh en el grupo rfNGFch respecto al grupo control, que no se vio reflejado tras finalizar el periodo de
incubacién. La induccién de la reaccidén acrosémica gracias al uso de B-NGF exdgeno en los espermatozoides
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ya habia sido descrito en espermatozoides de hamster a 0,5 ug/ml (Jin et al., 2010) y en conejo al utilizar B-NGF
humano a 0,1 pg/ml (Castellini et al., 2019) en las mismas condiciones.

Figura 1. Porcentaje de las subpoblaciones de espermatozoides de conejo segin el estado de capacitacion
evaluado por la tincién con clorotetraciclina (CTC); No capacitados ; Capacitados ; Acrosoma reaccionado )
de muestras control, incubadas con esferas de quitosano (Ch) o con rfNGF microencapsulado (rfNGFch) a 0
y 2 horas. Los resultados se muestran como media + SEM de n=3. Las letras (a, b) indican diferencias significa-
tivas (p<0,05) entre los grupos experimentales en el mismo tiempo.

Il No capacitados
1001 [] Capacitados
I Reaccionados

Oh 2h

En conclusién, el uso de las esferas de quitosano no afecta negativamente en las dosis seminales. La utilizacién
de rrBNGF microencapsulado mantiene los parametros de calidad seminal, pero se necesitan mas estudios con
otros medios mas especificos de capacitacion y temperaturas no tan elevadas para conocer si tendria efectos
beneficiosos en las dosis seminales que pudieran ser aplicables en técnicas de capacitacion in vitro, IA y fecun-
dacion in vitro (FIV).
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Resumen

La bioestimulacién es una practica de manejo animal que ayuda a mejorar los pardmetros reproductivos mo-
dulando los sistemas sensoriales de los animales. Las sefiales quimicas, conocidas principalmente como fero-
monas, tienen un gran potencial en este sentido. Este estudio se llevd a cabo para determinar la influencia de
la exposicién a corto plazo de conejos machos a diferentes secreciones bioldgicas, potencialmente mediadas
por feromonas, sobre los pardmetros reproductivos de los machos. Se expusieron grupos de 18 machos cada
uno a 1) orina de hembra, 2) fluido vaginal y 3) fenoxietanol como potencial feromona reproductiva, justo antes
de la recogida de semen. Un grupo control fue expuesto a agua destilada. Se realizaron los siguientes anélisis
de semen para cada grupo: volumen, concentracion espermatica, y caracterizacién de espermatozoides mo-
viles, progresivos, progresivos répidos, progresivos medios, no progresivos, inmdviles y vivos. Encontramos
mayor volumen de semen en el grupo control que en el grupo expuesto a orina de hembra. Sin embargo, el
porcentaje de espermatozoides moviles, progresivos, répidos progresivos y medios progresivos fue mayor en
cualquiera de los grupos experimentales que en el grupo control, y el porcentaje de espermatozoides inmo-
viles y no progresivos fue en general mayor en el grupo control que en el resto de los grupos experimentales.
Esto indica que la motilidad espermatica aumenta cuando los animales son expuestos a fluidos bioldgicos
especificos que contienen feromonas. En conclusién, nuestros resultados respaldan la importancia de las
feromonas en la reproduccidn, en particular en conejos, y animan a realizar futuros estudios que busquen
implementar el uso de feromonas en cunicultura para mejorar determinados pardmetros reproductivos y pro-
ductivos en conejos de granja.

Palabras clave: bioestimulacién, comunicacién quimica, feromonas, comportamiento reproductivo en ma-
chos, semen.

Abstract

Biostimulation is an animal management practice that helps improving reproductive parameters by modulating
animal sensory systems. Chemical signals, mostly known as pheromones, have a great potential on this regard.
This study was conducted to determine the influence of short-term male rabbit exposure to different biological
secretions, potentially pheromone-mediated, on reproductive parameters of males. Groups of 18 males/each were
exposed to 1) female urine, 2) vaginal fluid, and 3) fenoxietanol as a source of pheromones, just before semen
collection. A control group was exposed to destilled water. The following semen analysis were performed for each
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group: semen volume, spermatozoa concentration, and characterization of motile, progressive, fast progressive,
medium progressive, non-progressive, immotile, and alive. We found higher semen volume in the control group
than in the group exposed to female urine. However, the percentage of motile, progressive, fast progressive and
mid-progressive spermatozoa was higher in any of the experimental groups than in the control group, and the
percentage of immotile and non-progressive spermatozoa was generally higher in the control group than in the
rest of the experimental groups. This indicates that sperm motility increases when animals are exposed to specific
biological fluids containing pheromones. In conclusion, our results support the importance of pheromones in re-
production, particularly in rabbits, and encourage future studies that seek to implement the use of pheromones in
rabbit husbandry to improve certain reproductive and productive parameters in farmed rabbits.

Keywords: biostimulation, chemical communication, pheromones, reproductive behaviour in males, semen.

Introduccidn

La mayoria de los mamiferos emplean sefiales quimicas para intercambiar informacién entre ellos y con el am-
biente (Wyatt, 2014). Estas sefiales sensoriales, principalmente conocidas como feromonas, estan directamente
implicadas en comportamientos reproductivos, y por lo tanto resultan esenciales para la supervivencia de los
individuos y de la especie. Las feromonas son liberadas al medio mediante secreciones bioldgicas (p.ej. orina,
fluido vaginal, etc.) o glandulas exocrinas (p.ej. glandula mentoniana, lacrimal, etc.), desencandenando una re-
accién especifica en otro individuo de la misma especie.

Debido a la condicién especie-especifica y a la amplia naturaleza molecular de las feromonas, los estudios
sobre su composicion quimica han sido escasos en la bibliografia —sélo 63 feromonas han sido caracterizadas en
mamiferos (Apps et al., 2015)-. Un ejemplo es el fenoxietanol, un compuesto quimico caracteristico de las glan-
dulas mentonianas de los conejos machos que es sintetizado en mayor concentracién cuanto mayor es el grado
de dominancia del macho. Dado que olfativamente es inerte para los conejos su potencial como semioquimico
es muy elevado (Hayes et al.,, 2003). Sin embargo, la mayor parte de trabajos cientificos hasta la fecha han sido
basados en anélisis comportamentales. Por ejemplo, algunos autores han especulado que la estimulacién de
conejos machos mediante su exposicidon a hembras justo antes de la recogida del semen podria incrementar
la concentracién de espermatozoides (Castellini, 2008). Un estudio posterior confirmé que la exposicién de
machos a hembras incrementa la libido y también la calidad y cantidad de eyaculado (Rodriguez de Lara et al.,
2010). Sin embargo, no se conoce qué secreciones bioldgicas (p. ej. orina de hembra, fluido vaginal) podrian ser
responsables de dichas mejoras. La hipdtesis de nuestro estudio es que la orina de hembra, el fluido vaginal, y
el fenoxietanol como potencial feromona reproductiva, podrian ser responsables de una mejora en la calidad y
volumen de semen en conejos macho. De manera especifica, en este estudio se ha caracterizado el efecto que
tiene 1) la orina de hembra, 2) el fluido vaginal y 3) el fenoxietanol, sobre el volumen de semen, concentracién
espermatica y porcentaje de espermatozoides vivos, inmdviles, méviles, no progresivos, progresivos, medios
progresivos y rapidos progresivos.

Material y métodos

Animales: 72 conejos macho de raza Hyplus PS40, de entre 5 - 7 kg de peso vivo y 45 — 163 semanas de edad,
pertenecientes a la granja Cogal SA (Rodeiro, Espafa) fueron incluidos en este estudio. Asimismo, 45 hembras
> 180 d, raza Hyplus PS19y 3,5 - 5 kg de peso vivo fueron empleadas para la recogida de secreciones biolégi-
cas necesarias para el experimento. Todos los procedimientos se llevaron a cabo en instalaciones propias de la
empresa, aunque hembras y machos estuvieron localizados en granjas diferentes separadas por al menos 4 km.
Todas las naves contaron con sistema de ventilacion forzada, temperatura entre 18 — 22°C e intensidad luminica
de 70 lux. De acuerdo a los estandares de la granja, se establecieron ciclos de iluminacion artificial con 12 h de
luzy 12 h de oscuridad, y la alimentacién y bebida fueron proporcionadas ad libitum.

Obtencién de secreciones bioldgicas: La orina de hembra (A) se obtuvo 24 h antes del procedimiento experi-
mental mediante cistocentesis en conejas y se conservd a 4 °C hasta el momento de la exposicién. Los hisopos
vaginales (C) se obtuvieron el mismo dia de la exposicidn; para ello, hisopos estériles se introdujeron en la vagina
de hembras multiparas, no lactantes y con color de la vulva distinto de blanco (Villamayor et al., 2022), durante
15 segundos y sin realizar movimientos internos para garantizar la impregnacion de fluido vaginal y evitar con-
taminacién con sangre u orina, respectivamente. De cada hembra se obtuvieron dos muestras de fluido vaginal.
Hisopos con orina o sangre fueron descartados.
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El fenoxietanol (Sigma) se aplicd a una concentracién de 1% en etanol al 20%. Para la recogida de semen se
siguid el protocolo habitual de la granja.

Disefio experimental: El nimero total de individuos (72 conejos macho) fue dividido en cuatro grupos (18 ani-
males/grupo) de acuerdo a su exposicion a diferentes compuestos: grupo A (orina hembra), grupo B (fenoxieta-
nol), grupo C (hisopo vaginal) y grupo D (agua destilada, grupo control). Estos cuatro grupos se distribuyeron de
manera estratégica dentro de una misma nave para garantizar las mismas condiciones ambientales y al mismo
tiempo evitar cruzamientos entre los diferentes compuestos gracias a los sistemas de ventilacidén forzada. El pro-
cedimiento experimental consistid en la aplicacion de la substancia correspondiente en forma de aerosol (spray
nasal directamente en las fosas nasales) en los grupos A,B,D; o aproximando el hisopo directamente en la zona
nasal en el grupo C. En el grupo C se permitié la interaccion del animal con el hisopo (oler, morder) durante 10
segundos. Las sustancias se aplicaron tres veces (1 ml/exposicién/animal (A,B,D); un hisopo/exposicién/animal
(C)) en un periodo de 2,5h (2,5, 1,5y 1 h antes de la recogida del semen).

Anélisis de datos: Inmediatamente después de la recogida de semen, se midid el volumen total/individuo de
semen sin gel y se diluyeron 100 pl de semen en diluyente comercial a una dilucién 1:40 (mra-bit® standard,
Kubus Lab SA, Las Rozas de Madrid, Espafia). Las muestras se almacenaron a 16 °C durante un méximo de 24 h
hasta ser procesadas. La motilidad y concentracion espermaética fueron evaluadas a las 10 h y 24 h, respectiva-
mente, mediante el sistema CASA (Sperm Class Analyzer 6.1.0; Microptic, Barcelona, Espafia). La configuracién
del equipo fue la siguiente: drea minima = 25 pm, drea méxima = 100 pm, inmdviles < 17 um/s, medios = 25
pum/s, rapidos > 50 pm/s, progresivos SRT > 70 pm/s. Las muestras de semen se precalentaron en un bafio ter-
mostéatico a 37 °C durante 10 minutos. A continuacion, se colocaron 5 ul de muestra en una cdmara de Makler
(Israel Electrooptical Industry, Rehovot, Israel) y se guardaron entre 3 — 8 campos microscopicos por muestra
(recuento total de espermatozoides > 500). Para el analisis se utilizé un microscopio (Eclipse E200, Nikon, Tokyo,
Japan) con una platina precalentada a 37 °C y un objetivo de contraste de fases negativo a 100x aumentos. Las
imagenes fueron corregidas manualmente tras su obtencién para minimizar los artefactos identificados incorrec-
tamente como espermatozoides. Asimismo, se evalud el porcentaje de espermatozoides vivos (24 h tras reco-
gida) mediante una tincién de rutina eosina-nigrosina. Para el anélisis estadistico, se realizd un ANOVA de un
factor (grupo) y una prueba de andlisis post hoc de Dunnett para comparar todos los grupos con el grupo control
(grupo D). Se incluyeron como variables el volumen total de semen obtenido (mL), y la concentracién (M/mL) y
el porcentaje de espermatozoides vivos, inmdviles, moviles, no progresivos, progresivos, medios progresivos y
répidos progresivos. Todos los anélisis se realizaron en SPSS versién 28.0.1.1 para Windows (SPSS Inc, Chicago,
IL, EEUU). Se consideraron diferencias significativas cuando p < 0,05.

Resultados y discusion

De los 72 conejos macho incluidos inicialmente en el estudio, 10 fueron eliminados por incidencias durante el
experimento (p. ej. contaminacidn con orina, anomalias en la monta, etc.). De los 62 individuos finalmente anali-
zados, 15, 14, 17 y 16 individuos pertenecieron a los grupos A, B, Cy D, respectivamente. Los resultados obteni-
dos mediante el ANOVA de un factor se encuentran resumidos en la Tabla 1. Se encontraron diferencias estadis-
ticamente significativas (p < 0,05) entre el grupo D (control) y el resto de los grupos (A,B,C). El volumen de semen
total fue mayor en el grupo control que en el grupo expuesto a orina de hembra. Sin embargo, el porcentaje
(%) de espermatozoides méviles, progresivos, rapidos progresivos, medios progresivos y no progresivos (este
ultimo no significativo) fue mayor en cualquiera de los grupos experimentales que en el grupo control, mientras
que el % de espermatozoides inmdviles fue en general mayor en el grupo control que en el resto de los grupos
experimentales. Ademaés, no se encontraron diferencias entre grupos en cuanto a concentracién y porcentaje de
espermatozoides vivos (p > 0,05). En conjunto, estos resultados indican que aunque el volumen de semen fue
mayor en el grupo control que en el grupo expuesto a orina de hembra, la motilidad de los espermatozoides
aumento cuando los animales fueron expuestos a diferentes compuestos feromonales. Nuestro trabajo supone
un siguiente paso al estudio comportamental de Rodriguez de Lara et al. (2010), quienes observaron mejoras en
la calidad del eyaculado en machos tras su exposicion directa a hembras.
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Tabla 1. Resultados obtenidos mediante ANOVA de un factor para la comparacién de 62 muestras de semen
de conejos expuestos a orina de hembra (Grupo A), fenoxietanol (Grupo B), hisopo vaginal (Grupo C) y agua
destilada (Grupo D).

Grupo Media=ES
A 0,94+0,15*
1,08+0,06
1,22+0,10
1,34+0,15
1111+£102
984+82
1098+93
939+96
70,15+6,07**
53,70+8,93*
54,29+7,59*
21,76+6,07
55,06+5,72**
42,98+8,11*
41,37+6,57*
15,40+4,85
21,86+2,91*
21,16£4,73*
18,34+2,84*
6,94+2,29
33,20+3,65**
21,82+3,70*
23,02+3,65*
8,46+2,68
15,09+1,10%*
10,71+1,10
12,92+1,66*
6,35+1,51
29,85+6,07**
46,31+8,93*
45,71+7,59*
78,25+6,07
73,75+4,64
56,67+11,20
66,20+1,99
D 74,25+3,64

ES: error estandar; *: p < 0,05; **: p < 0,001. Las diferencias estadisticamente
significativas (*) se refieren a la comparacién de los grupos A,B,C con respec-
to al grupo D (control).

Volumen (mL)

Concentracién (M/mL)

Mbéviles (%)

Progresivos (%)

Répidos progresivos (%)

Medios progresivos (%)

No progresivos (%)

Inméviles (%)

Vivos (%)

O w>» 00 w>» 00N ww>» OO ww>» OO ©w>» OO ©w>» OO ®®P>OOO P> OO

Por lo tanto, la exposicidon de machos a orina de hembra, fluido vaginal y fenoxietanol como fuentes de feromo-
nas antes de la recogida de semen parece no aumentar el volumen, concentracidn o porcentaje de espermato-
zoides vivos, pero si la motilidad espermatica. Posteriores estudios moleculares son necesarios para determinar
la composicién quimica de las sustancias contenidas en orina de hembra y fluido vaginal, y asi determinar los
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compuestos feromonales implicados en la reproduccién de conejos macho. Asimismo, estudios que empleen
el fenoxietanol como estimulante en granjas que tengan valores de calidad y volumen de eyaculado por debajo
de lo dptimo, quizés arrojen luz sobre su posible aplicacion préctica como feromona reproductiva en granjas de
conejos.

En conclusién, nuestros resultados indican que la exposicion a determinados compuestos que contienen fe-
romonas podria aumentar la motilidad espermaética en conejos. Estos datos respaldan la importancia de las
feromonas en reproduccion, en particular en conejos, y animan a realizar futuros estudios que busquen imple-
mentar el uso de feromonas en cunicultura para mejorar determinados pardmetros reproductivos y productivos
en conejos.
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Resumen

La inseminacién artificial (IA) en cunicultura ha experimentado una gran evolucién en las Gltimas décadas y se
ha transformado en una préctica comun en estas explotaciones. Debido a que la frecuencia de recogida es uno
de los principales factores que afectan a la calidad del semen y, puesto que es necesario emplear un método
de induccidon de ovulacion al realizar la IA, el objetivo de este estudio ha sido determinar si existen diferencias
respecto a la vitalidad, formas y acrosomas anormales, y motilidad espermética de dosis seminales en funcién
de la frecuencia de recogida y la adicién o no de alarelina al diluyente. Se incluyeron 40 conejos macho de raza
Hyplus PS39. Cada jueves, durante 10 semanas, se obtenian 4 muestras herospérmicas clasificadas segun el di-
luyente (con o sin hormona) y la frecuencia de recogida (una o dos veces a la semana). Las muestras fueron eva-
luadas alas 0, 12, 24y 30 h. Se evalué la motilidad subjetiva, el porcentaje de espermatozoides vivos, de formas
anormales y de espermatozoides con acrosomas anormales. Los datos se analizaron mediante un modelo linear
general de medidas repetidas. Se encontraron diferencias significativas en la motilidad espermaética, porcentaje
de espermatozoides vivos y porcentaje de acrosomas anormales para la frecuencia de recogida. No se han en-
contrado diferencias estadisticamente significativas en ninguno de los parédmetros analizados para el diluyente,
ni tampoco interacciones significativas entre el diluyente y la frecuencia de recogida. En conclusién, la frecuencia
de recogida influye en la calidad de la dosis seminal. Sin embargo, el empleo de la alarelina para inducir la ovu-
lacién en conejas, mediante su administracién via vaginal incluida en la dosis seminal, no tendria ningun efecto.

Palabras clave: conejo, extraccion semen, ovulacion, andlogo GnRH, inseminacién artificial.

Abstract

Artificial insemination (Al) in rabbits has evolved significantly over the last decades and has become a common
practice in rabbit breeding. Since collection frequency is one of the main factors affecting semen quality, and sin-
ce it is necessary to induce ovulation when performing Al, the aim of this study was to determine whether there
are differences in vitality, abnormal acrosomes and shapes, and sperm motility of semen doses depending on
collection frequency and addition of alarelin to the diluent. Forty male Hyplus PS39 rabbits were included. Every
Thursday, for 10 weeks, 4 heterospermic samples were obtained, and classified according to the diluent (with or
without hormone) and the frequency of collection (once or twice a week). Samples were assessed at 0, 12, 24,
and 30 h. Subjective motility, percentage of live sperm, abnormal sperm, and sperm with abnormal acrosomes
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were assessed. Data were analysed using a general linear repeated measures model. Significant differences were
found in sperm motility, percentage of live sperm, and percentage of abnormal acrosomes for the frequency of
collection. No statistically significant differences were found in any of the parameters analysed for the extender,
nor were significant interactions between the extender and collection frequency. In conclusion, collection fre-
quency influences the quality of the semen dose. However, the use of alarelin to induce ovulation in rabbits, by
vaginal administration included in the seminal dose, would have no effect.

Keywords: rabbit, semen collection, ovulation, GnRH analogue, artificial insemination.

Introduccidn

La implantacién de la inseminacién artificial (IA) en cunicultura es relativamente reciente en comparacion con
otras especies como el ganado bovino, porcino u ovino. No obstante, no solo ha experimentado una gran evo-
lucion en las Ultimas décadas, sino que también se ha convertido en una practica comun en las explotaciones cu-
nicolas (Quintela et al., 2009). Una ventaja principal de esta técnica es que permite reducir el nimero de conejos
empleados para cria. Por este motivo, no solo deben seleccionarse aquellos ejemplares con mejores caracteris-
ticas genéticas, sino que también es imprescindible un manejo adecuado de estos, puesto que la frecuencia de
recogida es uno de los principales factores que afectan a la calidad del semen y al rendimiento reproductivo del
macho. Hoy en dia no hay lugar a duda de que la intensificacién de los ritmos de recogida reduce el volumen y
la concentracion del semen. No obstante, existen diferentes opiniones sobre su efecto en las caracteristicas de
los espermatozoides (Nizza et al., 2003).

Otro punto importante a tener en cuenta a la hora de realizar la IA en la coneja es que estas son hembras de
ovulacién inducida, es decir, es necesaria la monta para que se libere el ovocito (Boussit, 1989). Por este motivo,
al emplear la IA, es necesario utilizar un método alternativo para inducir la ovulacion.

Entre los procedimientos usados a lo largo del tiempo se encuentran el empleo de machos vasectomizados
(Khalifa et al., 2000), la inyeccidn de sales de cobre (Kishk et al., 2000), y la administracién de hormonas, por via
intramuscular o intravaginal, entre las que se encuentran la gonadotropina coriénica humana (hCG) y la GnRH o
sus anélogos sintéticos (Quintela et al., 2004; Viudes de Castro et al., 2007, Ondruska et al., 2008; Quintela et al.,
2009; Gogol et al., 2016). Entre todos ellos, la administracién intravaginal en la dosis seminal de diferentes ana-
logos de GnRH parece ser el método que mayores ventajas aporta, manteniendo una buena fertilidad y prolifici-
dad. Algunas de esas ventajas son la reduccion de tiempo a la hora de realizar la A, menores riesgos sanitarios y
minimizacion de errores en la administracién. No obstante, es necesario incrementar la dosis administrada para
conseguir el efecto deseado, lo que se traduce en un mayor coste econémico.

En este sentido, en el afio 2020, la Agencia Europea del Medicamento ha autorizado la comercializacién de
MRAbIit® (Kubus Lab SA, Las Rozas de Madrid, Espafia), un diluyente para semen de conejo con alarelina, un
andlogo de la GnRH. Se ha demostrado que esta molécula puede ser afladida al semen hasta 24h antes de la A,
obteniendo resultados en fertilidad y prolificidad iguales o incluso superiores que con el empleo de diluyente sin
alarelina (Quintela et al., 2009). Sin embargo, se desconoce el efecto que esta molécula tiene sobre los propios
espermatozoides.

Teniendo en cuenta todo lo anteriormente descrito, el objetivo de este estudio ha sido determinar si existen
diferencias en cuanto a la vitalidad, formas anormales y motilidad espermaética de dosis seminales en funcién de

la frecuencia de recogida y la dilucién con y sin alarelina.

Material y métodos

Se incluyeron 40 conejos macho de raza Hyplus PS39 (Grimaud Freres, France), pertenecientes a la granja Co-
gal SA (Rodeiro, Esparia). Todos los procedimientos se llevaron a cabo en las propias instalaciones, con sistema
de ventilacion forzada, temperatura entre 18 — 21°C e intensidad luminica de 70 lux. Los animales contaban con
alimentacién y agua a libre disposicién y se mantuvieron bajo un programa de iluminacién artificial con 12 h de
luzy 12 h de oscuridad.

Los animales fueron asignados de manera aleatoria en 2 grupos segun la frecuencia de recogida: grupo 1) 20

machos con una frecuencia de recogida de una vez a la semana (de acuerdo con las practicas normales del cen-
tro) durante 10 semanas; grupo 2) 20 machos con una frecuencia de recogida de dos veces a la semana durante
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10 semanas. En cuanto a los machos incluidos en el grupo dos, la recogida de semen se realizé también dos
veces por semana durante las 3 semanas anteriores al inicio del estudio.

Las recogidas de semen se realizaron los jueves en el grupo 1y los lunes y jueves en el grupo 2. Solo los eya-
culados recogidos los jueves fueron usados en el estudio. Se evalué el volumen y la motilidad en masa. Si el
volumen era mayor de 0,2 mL y la motilidad en masa mayor de 3 (escala de 1 - 5), el eyaculado era dividido en
dos partes con el mismo volumen y diluido en dos diluyentes comerciales: con hormona (MRA-bit®, Kubus Lab
SA, Las Rozas de Madrid, Espafia), que incluye el andlogo de GnRH alarenila ([des Gly-10, D Alaé] LHRH ethyla-
mide); y sin hormona (MRA®, Kubus Lab SA, Las Rozas de Madrid, Espafia). A continuacién, los eyaculados se
combinaban para formar una muestra hetospérmica con una concentracién final de 60 M/mL.

Cada jueves, se obtenian 4 muestras heterospérmicas, divididas de la siguiente manera: 1) MRA-bit-4: mues-
tras de conejos con frecuencia de recogida de 2 veces por semana y diluida con hormona; 2) MRA-4: muestras
de conejos con frecuencia de recogida de 2 veces por semana y diluida sin hormona; 3) MRA-bit-7: muestra de
conejos con frecuencia de recogida de 1 vez por semana y diluida con hormona; 4) MRA-7: muestra de conejos
con frecuencia de recogida de 1 vez por semana y diluida sin hormona. Las muestras heterospérmicas se alma-
cenaron a 16°C durante su transporte al laboratorio para su anélisis.

Las muestras fueron evaluadas a las O (inmediatamente después de su llegada al laboratorio, 2 -3 h después de
su recogida), 12, 24 y 30 h. Para evitar fluctuaciones de temperatura, las 4 alicuotas de las dosis heterospérmicas
fueron divididas en 4 muestras (una por cada tiempo de evaluacion) y empaquetadas en cajas de espuma de
poliestireno de manera separada, de forma que cada caja sélo fuese abierta una vez, en el momento corres-
pondiente de evaluacion. Las muestras de semen se precalentaron en un bafo termostatico a 37°C durante 10
minutos. Se evalud la motilidad subjetiva usando un microscopio (Eclipse E200, Nikon, Tokyo, Japan) provisto
de una platina precalentada a 37° Cy con un objetivo de contraste de fases negativo a x200 aumentos. Ademas,
se realizd una tincidn eosina nigrosina para evaluar el porcentaje de espermatozoides vivos, el porcentaje de
formas anormales y el porcentaje de espermatozoides con acrosomas anormales, mediante el recuento micros-
cdpico a x1250 aumentos con un objetivo de inmersion.

Para el anélisis estadistico, se realizd un modelo linear general (GLM) de medidas repetidas incluyendo como
factores la frecuencia de recogida y el diluyente. Se incluyeron como variables la motilidad, el porcentaje de
espermatozoides vivos, formas anormales y acrosomas anormales. Todos los anélisis se realizaron en SPSS ver-
sién 28.0.1.1 para Windows (SPSS Inc, Chicago, IL, EE. UU.). Se consideraron diferencias significativas cuando p
< 0.05.

Resultados y discusion

De los 40 conejos incluidos inicialmente en el estudio, 6 fueron eliminados por incidencias durante el experi-
mento. La concentracién espermatica fue de 322 — 537 M/mL y 590 — 930 M/mL para las muestras recogidas dos
0 una vez por semana, respectivamente. Se encontraron diferencias significativas en la motilidad espermatica (p
< 0,001), porcentaje de espermatozoides vivos (p < 0,05) y porcentaje de acrosomas anormales (p < 0,05) para la
frecuencia de recogida y el tiempo, pero no en el porcentaje de formas anormales (Tabla 1). No se han encon-
trado diferencias estadisticamente significativas en ninguno de los pardmetros analizados para el diluyente, ni
tampoco interacciones significativas entre el diluyente y la frecuencia de recogida.
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Tabla 1. Resultados obtenidos mediante GLM de medidas repetidas (media+DE) para la comparacion de 34
muestras de semen de conejos de acuerdo a su frecuencia de recogida (una (1) o dos (2) veces a la semana)

Parametros Frecugncia reco- Oh 12 h 24 h 30h
gida (d)
61,5+20,5 68,5+6,7 60,2+8.9 51,7+8.6
Motilidad (%)**
2 47,9+23,4 56,7+9.2 50,2+8,3 42,5+7.0
] 1 76,1+0,4 72,5+8,5 66,7+10,7 59,6+11,2
Vivos (%)*
2 66,3+11,9 64,3+11.,6 58,9+11.9 51,2+12,3
Formas anor- 1 29,6+6,1 26,7+5,0 27,2465 27,3+5,1
males (%) 2 27 b+6,6 26,7+6,9 25,7+4,8 26,1+4,9
Acrosomas ano- 1 1,5+1,3 0,8+0,9 0,7+1,2 0,5+0,7
males (%)* 2 0,85+0,9 1,0£1,3 0,6+0,7 0,8+1,2

d: dias. h: horas. *: p<0,05. **: p<0,001. Las diferencias estadisticamente significativas se refieren a la frecuencia de recogida.

Nuestros resultados indican que la frecuencia de recogida influye significativamente en la calidad del semen,
de manera que, a mayor frecuencia, disminuye la motilidad y la vitalidad de los espermatozoides y aumenta el
porcentaje de acrosomas anormales. Estos datos contrastan con los reportados por Nizaa et al. (2003), quienes
no observaron diferencias significativas en cuanto al porcentaje de espermatozoides méviles y vivos entre fre-
cuencias de recogida de una o dos veces por semana.

Por otra parte, no se han encontrado diferencias en cuanto al diluyente, por lo que la adicién de alarelina a la
dosis seminal no parece tener ningun efecto sobre la calidad espermética. Resultados similares han sido docu-
mentados previamente (Quintela et al., 2004) con buserelina, donde se observé que la adicién de este andlogo
tampoco tenia efectos perjudiciales sobre la motilidad subjetiva y la vitalidad.

En conclusidn, la frecuencia de recogida influye en la calidad de la dosis seminal. Sin embargo, el empleo de
la alarelina para inducir la ovulacién en conejas, mediante su administracién via vaginal incluida en la dosis se-
minal, no tendria ningln efecto. No obstante, serian interesante investigar de manera mas profunda los efectos
de estos dos factores.
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Resumen

El objetivo de este trabajo fue determinar el perfil de crecimiento de las hembras cruzadas, descendientes de
abuelo LP con abuela V de la estirpe valenciana, en funcion de la época del afio en que nacen, y como el peso
al nacimiento o el crecimiento durante la lactancia afectan a la curva de crecimiento y al nimero de nacidos en
el primer parto. Un total de 692 conejas cruzadas fueron controladas hasta sus 226 dias de vida. Verificamos que
las conejas que nacen en la época del afo calida pesan significativamente mas cuando llegan a edad adulta que
las que nacen en época fria (4,660 y 4,463 kg, respectivamente; P<0,05). Esta diferencia puede deberse més a la
época en que se desarrolla su crecimiento cuando nacen en la época célida. Se observé que las hembras cruza-
das que nacieron en una camada de mayor tamafo y con mayor peso al destete llegan a un peso adulto signi-
ficativamente antes. En cuanto al tamafio de camada del primer parto de una hembra cruzada, se observé con
significancia que cuanto mayor es el tamario de camada al nacimiento de dicha hembra, menor es el tamafio de
camada en su primer parto. Por cada gazapo mas que haya nacido en la camada de la futura reproductora, esta
tendré 0,103 gazapos menos en su primer parto (P<0,05). Sin embargo, observamos que, con valores cercanos
a la significancia, cuanto méas pesa la coneja a su nacimiento mayor es el tamafio de camada en su primer parto
(por cada 22 g més al nacimiento medio gazapo mas en su primera camada; P=0,06).

Palabras clave: estirpe valenciana, hembra cruzada, curva de crecimiento, tamafio de camada.

Abstract

The objective of this work was to determine the growth pattern of the crossbred females, descendant of gran-
dfather LP with grandmother V of the Valencian lineage, depending on the season in which they are born, and how
their own birth weight or lactating growth affect to the growth curve and the litter size in their first parturition. A total
of 692 crossbred rabbits were controlled until their 226 days of life. We verified that rabbit does born in the warm
season weigh significantly more when they reach adulthood than those born in the cold season (4.660 and 4.463
kg, respectively; P<0.05). This difference may be due more to the session when they were reared when they were
born in the warm season. It was observed that crossbred females that were born in a larger litter and with a higher
weaning weight reached an adult weight significantly earlier. Regarding the litter size of crossbred females at the
first parturition, it was significantly observed that the larger the litter size at the female birth, the smaller the litter
size at their first parturition (-0.103 kits at their first parturition per each kit more in the litter when the female was
born). However, with values close to significance, the more the rabbit doe weighs at birth, the greater the litter size
at its first parturition (for every 22 g more at birth, half a kit more in its first parturition; P=0.06).

Keywords: valencian linage, crossbred female, growth curve, litter size.

Introduccidn

La fase de maternidad es un pilar fundamental ya que su éxito marca los resultados técnico-econdémicos de
una granja cunicola (Tavares, 2013). El éxito reproductivo estad definido por el potencial genético heredado y
también, no menos importante, por los efectos ambientales y maternales que las hembras encuentran durante
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su desarrollo. Gran parte del potencial reproductivo de una hembra es definido durante su desarrollo uterino,
mientras son lactantes y durante las etapas de crecimiento y recria. De este modo, es esencial un adecuado
manejo de los futuros reproductores durante los momentos cruciales de la vida temprana (Martinez-Paredes et
al., 2016). La condicién corporal de una hembra se debe tener muy en cuenta a la hora de iniciar su vida repro-
ductiva y en cada ciclo. Diferentes variables afectan la buena condicién corporal de una hembra reproductora:
el alojamiento, la alimentacién, la edad o nimero de partos, el ritmo reproductivo, la salud, la edad al destete y
el bienestar (Rosell, 2008).

Las lineas de genética valenciana utilizadas para realizar el presente estudio (V y LP) son animales selecciona-
dos por diferentes criterios que pueden afectar a sus patrones de crecimiento. La Linea V ha sido seleccionada
por tamafio de camada al destete y es muy conocida por su productividad numérica. La Linea LP fue originada
a partir de hembras que en diversas granjas superaron los 30 partos teniendo una productividad media minima
de 7 destetados. Es una linea que se caracteriza por una mayor robustez y esperanza de vida. Asi, el objetivo de
este estudio fue determinar el perfil de crecimiento de las hembras cruzadas, descendientes de abuelo LP con
abuela V, en funcién de la época del afio en que nacen, y cédmo el peso al nacimiento o el crecimiento durante
la lactancia afectan a la curva de crecimiento y al nimero de nacidos en el primer parto.

Material y métodos

El estudio se realizd en una granja cunicola, localizada en Abegondo, A Corufia. Es una granja con conejas
reproductoras de estirpe Valenciana, con ntcleo de abuelas de linea V, para produccién de su propia reposicion.
Estas abuelas son inseminadas con dosis de abuelo LP, adquiridas al Centro de Inseminacion- Zapifios. Fueron
analizados los datos de pesajes de 692 futuras hembras, resultantes de 395 partos de abuelas de la Linea Verde,
de la estirpe Valenciana, durante 8 ciclos consecutivos. Se identificaron y pesaron dos hembras cruzadas de
cada parto y de cada abuela de Linea V, cada 15 dias, con una balanza digital (Spider SW, Mettler-Toledo GmbH,
Albstadt, Alemania) durante sus primeros 226 dias de vida.

Esta granja insemina a los 18 dias post parto y el destete se realiza a los 40 dias de vida. Hasta los 20 dias de
vida, aproximadamente, los gazapos son exclusivamente lactantes, alimentandose después de esta edad y hasta
el destete también del pienso de la madre. En el momento del destete cambian de nave, donde son colocados
en grupos con alimentacién ad libitum, con un pienso de cebo (PB 15,0% y FB 18,5%.). A los 65 dias son cambia-
dos a la nave de reposicion, adn en grupo hasta los 3 meses, edad en la que son individualizadas y empiezan a
ser racionadas. A 7 dias de la primera inseminacién vuelven a una alimentacién ad libitum hasta 7 dias después
de esta, con pienso de cebo, volviendo después a ser racionadas. Una semana antes del parto, las hembras con
palpacién positiva cambian para una nave de jaulas con nido, alimentadas ad libitum con un pienso de madres
(PB 17,3% y FB 15,0%). Las hembras con palpacidn negativa vuelven a ser racionadas hasta 7 dias antes de la
inseminacién.

A partir de los 17 datos de peso de cada coneja, se realizd una modelizacién de su patrén de crecimiento me-
diante ajuste a la funcién de Gompertz ), para estimar los coeficientes A, B y C mediante el procedimiento NLIN
de SAS (2015). El efecto de la época del afio, tamafo de camada y peso al nacimiento y del peso al destete de
la coneja sobre las estimas de dichos coeficientes (ponderado en funcién de su error de estimacién), y de todos
ellos sobre el tamafio de camada al primer parto, fue evaluado con un procedimiento GLM de SAS.

Resultados y discusion

En la Figura 1 vemos la evolucidn del peso de todas las conejas. Se puede observar que a medida que las
hembras van creciendo las diferencias en peso vivo van siendo cada vez mas notorias, posiblemente debido
a factores genéticos, pero también a varios de los factores ambientales controlados en este estudio, como la
temperatura, el tamafio de camada y su peso en el momento del nacimiento y al destete. El peso estimado en
edad adulta de una coneja V'LP fue de 4,517+0,011 kg.
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Figura 1. Curva de crecimiento de la coneja cruzada VxLP en granja comercial, ajustada a la funcién de creci-
miento de Gompertz mediante un procedimiento no lineal de SAS:
Peso (kg)=4,517e-37710021 4 R? = 0,99 (P<0,0001).

. . . .
0 50 100 150 200

Estos posibles efectos ambientales se muestran en la Tabla 1. Observamos que las conejas que nacen en la
época del afio célida presentarian un mayor peso adulto (valor A) que las nacidas en época fria (+197 g; P<0,001).
Esta diferencia puede deberse més a la época en que se desarrolla su crecimiento cuando nacen en la época
célida. Las hembras nacidas en periodo frio suelen tener la recria en periodos célidos, que reduce la ingestiény
suele reducir el desarrollo de los animales.

También se observé que cuanto mayor era el peso al nacimiento, y sobre todo al destete, mayor era el peso
adulto alcanzado (+91 g mas por cada 100 g méas de peso al destete; P<0,001), indicando la importancia de un
buen desarrollo temprano para alcanzar un mayor peso adulto, ya que las diferencias ya se definen casi al inicio.
Por otra parte, la precocidad del desarrollo (valor B) fue mayor, como era de esperar, cuanto mayor fue el peso
al destete (desarrollo temprano), pero también cuanto mayor fue el tamafio de camada al nacimiento. Diversos
estudios concluyen que un mayor tamafo de camada lleva a animales con menos peso al nacimiento y al destete
(Argente et al., 1999, 2008; Drummond et al., 2000; Poigner et al., 2000), porque tienen que repartir la leche entre
mas gazapos. Sin embargo, el anélisis conjunto, teniendo en cuenta todos los factores de forma independiente,
muestra que una coneja que pese lo mismo al nacimiento y destete, y nazca en una misma época, cuanto mayor
es su tamafio de camada, mayor sera su precocidad. Este factor podria deberse a que nazcan en camadas maés
sanas o con madres que las cuiden mejor.
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Tabla 1. Efecto de la temperatura ambiental de la granja al nacimiento, tamafio de camada y peso al naci-
miento y peso al destete de la coneja sobre los parametros de la funcién de crecimiento de Gompertz

Pardmetros de la curva

A B C
(asintota) (precocidad) (tasa crecimiento)

Temperatura ambiental:

Calida 4,660° 3,903 0,0211

Fria 4,463 3,894 0,0215

ES 0,027 0,034 0,0002

P-valor 0,0001 0,8516 0,3325
Tamafio camada al nacimiento:

Efecto lineal +0,017 -0,024 -0,0001

SE 0,009 0,011 0,0001

P-valor 0,0548 0,0279 0,0697
Peso al nacimiento:

Efecto lineal +4,296 -0,571 -0,0082

SE 2,311 2,890 0,0184

P-valor 0,0638 0,8434 0,6569
Peso al destete:

Efecto lineal +0,913 -2,437 0,0009

SE 0,251 0,314 0,0020

P-valor 0,0003 0,0001 0,6534

Por otra parte, la Tabla 2 muestra el efecto del tamafio de camada, el peso al nacimiento y al destete, y los
parametros de desarrollo de las conejas cruzadas sobre el tamafio de camada que tuvieron en su primer parto.
Se observé de forma significativa que el tamafio de camada al nacimiento afecta el tamafio de camada en su
primer parto. Cuanto mayor es el tamafio de camada al nacimiento menor es el tamafio de camada en su primer
parto. Por cada gazapo méas que haya nacido en la camada de la futura reproductora, esta tendra 0,103 gaza-
pos menos en su primer parto. Un adecuado desarrollo fetal es clave para definir el futuro reproductor de los
animales. Las conejas que nacen en camadas menos numerosas pueden haber sufrido una menor desnutricién
fetal, por menor competencia por el espacio uterino, més nimero de vasos sanguineos y menor competencia
posterior por la leche materna con sus hermanos, afectando positivamente a su futura productividad. Por otra
parte, también observamos que, con valores cercanos a la significancia, cuanto mayor es el peso de la coneja al
nacimiento mayor es el tamafio de camada de su primer parto (aproximadamente 0,5 gazapos mas por cada 22
g més de peso al nacimiento; P=0,06). Durante la fase de gestacién y al inicio del periodo de lactacién es cuan-
do gran parte del potencial reproductivo se define (Martinez-Paredes, 2016). De hecho, varios trabajos ya han
mostrado que una adecuada nutricién durante las primeras fases del desarrollo (gestacion, lactacion, engorde y
recria) son fundamentales para optimizar la reproduccion de las futuras reproductoras (Martinez-Paredes, 2018).

112 E 47 SYMPOSIUM DE CUNICULTURA



Crecimiento de hembras cruzadas y su efecto sobre la reproduccién

Tabla 2. Efecto del tamario de la camada al nacimiento, el peso al nacimiento y deteste y los pa-
réametros de la funcién de crecimiento de la coneja sobre el tamafio de camada obtenido en el
primer parto.

Tamafio de camada al primer parto

Media = error estandar P-valor

Tamarno de camada al nacimiento -0,103 = 0,047 0,0307

Peso al nacimiento (kg) +23,02 + 12,40 0,0642

Peso al destete (kg) +0,298 = 1,665 0,8582
Pardmetros funcién Gompertz:

A -0,115 £ 0,391 0,7687

B +0,187 £ 0,419 0,6551

C +115,35 = 79,09 0,1455

En conclusién, la época del afio afecta la curva de crecimiento de una futura reproductora, alcanzando un me-
nor peso adulto las conejas cuando se recria en una fase mas célida. El tamafio de la camada en la que nace una
reproductora no es obstéaculo para que esta pueda tener méas peso en la edad adulta si su madre esta en buenas
condiciones. Sin embargo, puede afectar a su prolificidad durante el inicio de su actividad reproductiva. Este
trabajo también pone de manifiesto la importancia del buen manejo de las abuelas, para luego tener buenas
futuras reproductoras. Se recomienda que tengan buena salud, ya que la transferencia inmunitaria ya empieza
en el Utero, eliminar los gazapos de menor tamafio ya que podrian ser peores reproductoras, y no dejarles
camadas numerosas para no perjudicar su desarrollo durante la lactacion. Gracias a los continuos trabajos de
investigacion llevados a cabo por centros de reproduccién hay un mayor conocimiento de las medidas a tomar
para obtener buenos animales, y asi distribuir reproductoras de cualidad a las granjas, para que puedan obtener
la mayor rentabilidad posible.
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Resumen

En el &mbito de la cunicultura comercial Staphylococcus aureus es una bacteria con notable interés sanitario
debido a que afecta a conejos de todas las edades y produce diferentes tipos de lesiones. El grupo de Patolo-
gia y Sanidad Animal de la Universidad CEU Cardenal Herrera estéd desarrollando un proyecto que tiene como
principal objetivo identificar los nuevos clones de S. aureus involucraos en brotes de estafilococias y definir sus
elementos genéticos que potencialmente les permiten aumentar su virulencia. Por el momento se han mues-
treado 316 granjas en Espafia y se han obtenido 878 muestras, de las cuales el 74,4% han resultado positivas
para S. aureus. Se han encontrado 93 genotipos diferentes de S. aureus, de los cuales 75 no habian sido aislados
previamente. Esto podria reforzar la hipétesis de que las cepas de S. aureus estdn cambiando y ciertos genotipos
dejan de estar presentes en las granjas mientras que otros comienzan a asentarse. Sin embargo, a nivel de com-
plejo clonal, un 76% de ellos se engloban en el CC121 y el CC96, que son los linajes tradicionalmente descritos
en cunicultura en Espafia.

Palabras clave: S. aureus, complejo clonal, epidemiologia, distribucidn, conejos.

Abstract

In commercial rabbit farming Staphylococcus aureus is a health challenge due to the wide range of pathologies
it produces in rabbits of all ages. For this reason, the Animal Pathology and Health group of the CEU Cardenal
Herrera University has started a project whose main objective is to identify the new S. aureus clones responsible
for the current outbreaks and to define the genetic elements that have potentially allowed them to increase their
virulence. So far, 316 farms in Spain have been sampled and 878 samples have been obtained, of which 74.4%
were positive for S. aureus. Ninety-three different S. aureus genotypes have been found in the samples, of which
75 had not been previously isolated. This could reinforce the hypothesis that strains are changing and certain
genotypes are no longer present on farms while others are beginning to settle. However, at the clonal complex
level, 76% of them belong to CC121 and CC96, which are the lineages traditionally described in rabbit breeding
in Spain.

Keywords: S. aureus, clonal complex, epidemiology, distribution, rabbits.

Introduccidn

Staphylococcus aureus es un patégeno comensal y oportunista que coloniza la piel y las mucosas humanas y
animales (Haag et al., 2019). Las presentaciones clinicas incluyen un amplio panel de infecciones que van desde
enfermedades dérmicas a infecciones profundas y septicemia (Peton et al., 2014). En el &mbito de la cunicultura
comercial es especialmente relevante dado que afecta a todos los estratos de produccién dando lugar, princi-
palmente a mastitis y pododermatitis en hembras reproductoras y piodermas en gazapos (Corpa et al., 2009).

El éxito de S. aureus como patégeno se debe a su excepcional plasticidad genética, que le permite adquirir
nuevos mecanismos de resistencia y virulencia (Chambers y Deleo, 2009). El extendido uso de la secuenciacién
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del genoma ha permitido dilucidar la organizacidn genética de S. aureus, que se clasifica en secuencias tipo (ST)
que a su vez se agrupan en complejos clonales (CC). Algunos de ellos estan asociados a un hospedador muy
especifico, mientras que otros tienen un rango mdas amplio y son capaces de saltar entre especies (Mrochen et
al., 2020).

Durante los Ultimos 5 afios se ha registrado un aumento en el nimero y gravedad de los casos de estafilococias
en cunicultura. Veterinarios y ganaderos han alertado sobre la virulencia de estas cepas, que no responden a
los tratamientos antibidticos tradicionales y persisten en las granjas, amenazando su viabilidad econémica. Por
lo tanto, se plantea la necesidad de abordar este problema, que podria estar relacionado con la aparicién de
nuevas cepas de S. aureus en las granjas de conejos o con la evolucién de cepas ya presentes en las explota-
ciones. Dicha evolucién podria darse a través del desarrollo de nuevos mecanismos de virulencia y resistencia a
los antibiéticos por parte del microorganismo. Previamente, ya hemos observado un cambio en la tendencia del
diagndstico de las cepas clasicas mas frecuentes y hemos identificado nuevas cepas de S. aureus que, en algu-
nos casos, son resistentes a multiples tipos de antibidticos (Pérez-Fuentes et al., 2017, Moreno-Grua et al., 2018).

Se ha iniciado un proyecto de investigacién financiado por el Ministerio de Ciencia e Innovacién (PID2020-
117897RB-100) con el propdsito de profundizar en el estudio de las estafilococias en granja y entender cémo
han evolucionado desde las cepas tradicionales hasta la actualidad. En este trabajo se expondran los hallazgos
acerca de uno de los pilares fundamentales del proyecto que trata sobre la deteccidon y distribucion de las cepas
en las granjas de Espafia.

Material y métodos

Muestreo: en colaboracidn con veterinarios y ganaderos de diferentes explotaciones, se muestrearon 50 gran-
jas en cada comunidad auténoma, siempre que fue posible. En cada granja, se tomaron dos muestras de anima-
les que presentaban lesiones compatibles con una infeccidn por S. aureus (pododermatitis, mastitis, abscesos,
etc.) mediante una torunda estéril.

Identificacién: las muestras se inocularon en agar sangre con acido colistinico-nalidixico (CNA) y se incubaron
a 37°C durante 24h. Las colonias que cumplian los criterios de compatibilidad con S. aureus en referencia a su
morfologia y caracteristicas hemoliticas en CNA se incubaron en CHROMagar™ Staph aureus y CHROMagar™
Orientation para un segundo testaje. La confirmacién definitiva se llevd a cabo mediante la amplificacién del
gen coagulasa (coa).

Caracterizacion de cepas: en primer lugar, se analizaron las regiones polimorficas de tres genes (coa, spa y
clfB) que generaron un genotipo para cada cepa (Viana et al., 2007). Esta metodologia nos permitié discriminar
de manera &gil y répida las cepas presentes en las granjas. Tras este tipado inicial, las cepas de interés se so-
metieron a la tipificacion multilocus de secuencias (MLST). Para realizar una seleccion preliminar de las cepas y
obtener una imagen inicial sobre su distribucién se tuvieron en cuenta diversos criterios: (1) genotipos no carac-
terizados previamente en conejos, (2) cepas con mismo genotipo para poder analizar caracteristicas comunes y
diferenciadoras a otros tipos de MLST; (3) un genotipo diferente por comunidad auténoma.

Tipado MLST: se obtuvo la secuencia de los 7 genes conservados del esquema de tipificacién de secuencias
multilocus (MLST) para S. aureus, tanto mediante la secuenciacién Sanger de cada gen individual como la se-
cuenciacion del genoma completo. Cada secuencia se identificd con un alelo y la combinacién de los 7 alelos se
identificé con una secuencia tipo (ST). Las STs se agruparon en complejos clonales cuando compartian los alelos
de 4 de los genes; en caso contrario, no se agruparon y se denominaron “singletons”.

Resultados y discusion

Durante los 2 afios del proyecto han sido muestreadas 316 granjas de las 433 granjas totales a muestrear (73%).
Se han tomado muestras de granjas con diversos casos clinicos de estafilococias, que van desde problemas gra-
ves y agudos hasta cuadros crénicos, obteniéndose un total de 878 muestras. El 74,4% (654/878) han resultado
positivas a S. aureus, confirmando las sospechas de los veterinarios. Los animales muestreados han sido mayo-
ritariamente reproductoras (54%), aunque también se han incluido gazapos (13,5%), machos reproductores (2%)
y engorde (4,1%). Entre las reproductoras, las principales lesiones donde se ha aislado S. aureus son las mastitis
(60,9%) y las pododermatitis (17,6%). En cuanto a los gazapos, las lesiones predominantes han sido los abscesos
cutaneos (23,9%), las neumonias (20,5%) y las dermatitis (15,9%). En engorde, se han observado una variedad de
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cuadros clinicos, pero el 48% de las muestras procedieron de problemas respiratorios. En machos reproductores,
el 53,8% de las muestras obtenidas correspondieron a pododermatitis, mientras que las restantes procedieron
de abscesos o dermatitis.

En cuanto a la caracterizacién genética basada en los genes coa, spa y clfB hemos encontrado 93 genotipos
diferentes, presentes en diferentes proporciones. Concretamente, el A1 111 v ha sido el mas aislado con un 21,9%
de aislamientos en las muestras positivas. Con un 9% de aislamientos positivos encontramos los genotipos AT II1
o, ATIIThy AT 11 8. En menor porcentaje se encuentran el resto de genotipos: solo 15 de ellos se encontraron
en valores entre el 1-4%, mientras que los 76 restantes se hallaron en porcentajes inferiores al 1%. Estos datos
reflejan gran diversidad genética entre los aislados de S. aureus en las granjas y que es consecuencia del alto
dinamismo y variabilidad del propio microorganismo. Durante anteriores proyectos, este grupo llevd a cabo
diversos estudios en granjas cunicolas y atesord una gran coleccidon de cepas y genotipos diferentes. Al compa-
rar los genotipos previamente aislados (108) con los de este proyecto (93), hemos observado una sorprendente
discordancia: solo 18 genotipos estaban compartidos entre ambas colecciones. Esto reforzaria la idea de que las
cepas estan cambiando y que hay ciertos genotipos que dejan de estar presentes en las granjas mientras que
otros comienzan a asentarse. No es la primera vez que se observan cambios en las cepas circulantes. En 2007, se
describia el genotipo AT 1118 como el principal responsable del 70% de las lesiones en conejos, con un reducido
ndmero de genotipos causantes de las estafilocias en conejos (Viana et al., 2007). Sin embargo, diez afios mas
tarde, la prevalencia del genotipo A1 111 8 se habia reducido hasta representar un 18,5% de los aislados (Pérez-
Fuentes et al., 2017) y actualmente, se encuentra Unicamente en un 9%.

Este genotipado permite una discriminacion répida de las cepas que nos ayudd en la seleccidén para su posterior
anélisis mediante el tipado MLST. Teniendo en cuenta los criterios mencionados anteriormente, se obtuvo la ST de
146 que presentaban 53 de los 93 genotipos diferentes. El 56,9% de las cepas pertenecieron al CC121, un 19,2% al
CC96y un 4,8% al CC5y CC398, respectivamente. De manera minoritaria se encontraron cepas pertenecientes a los
CC1, CC8, CC45y CC130, ademas de varios “singletons” (Figura 1A). Diversos autores coinciden en que el CC121
y, en menor medida, el CC96 son los linajes predominantes en cunicultura (Vancraeynest et al., 2006; Penadés et al.,
2020). Nuestros resultados respaldan dicha afirmacién: el 76,1% de los aislados pertenecieron al CC121 y al CC96.

A nivel de ST, destacaron el ST121 (28,8%) y el ST3764 (26,02%), ambos pertenecientes al CC121. Respecto al
CC96, se encontraron dos STs: ST2855 (13%) y ST96 (5,8%) (Figura1B). En el resto de complejos clonales, solo se
hallé un ST. El estudio de Pérez-Fuentes et al. (2017) también describen el ST121, ST3764, ST2855 y ST96 como
las cuatro STs principales en cunicultura. Sin embargo, en dicho trabajo la frecuencia de aparacién del ST121 es
el doble al ST3764, mientras que en nuestra investigacién sus valores son similares. Esto podria deberse a dife-
rencias metodoldgicas o a una evolucién de las cepas.

Figura 1. Resultados del tipado MLST. A) Proporcién de los complejos clonales (CC) en las explotaciones cuni-

colas espafiolas. B) Proporcion de STs en las explotaciones cunicolas espafiolas.
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De acuerdo con los hallazgos preliminares del proyecto, los complejos clonales 121y 96, siguen siendo los més
prevalentes en la actualidad. No obstante, se ha constatado que las cepas relacionadas con estos linajes estan
experimentando cambios notables, lo que esta afectando el equilibrio entre los diferentes genotipos e impul-
sando la emergencia de nuevas variantes. Para comprender cémo la dindmica de las cepas esta contribuyendo
al aumento de casos de estafilococias en las explotaciones cunicolas es crucial llevar a cabo el tipado MLST de
los 40 genotipos restantes y posteriormente, realizar un estudio exhaustivo de los genomas de las cepas. Este
andlisis tendrd como objetivo comprender cémo estan evolucionando las cepas y cémo se estan adaptando
a los diferentes entornos a los que se enfrentan. Con esta informacidn, se pretende desarrollar estrategias de
control y prevencion mas efectivas para mitigar el impacto de las estafilococias en las explotaciones cunicolas.
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Resumen

Staphylococcus aureus es una bacteria que puede desarrollar resistencia a multiples antibidticos, lo que la convierte
en un importante problema de salud publica. Se seleccioné una amplia bateria de farmacos antimicrobianos para rea-
lizar estudios de susceptibilidad antibidtica, con el objetivo de mejorar el conocimiento sobre el nivel de resistencia
a estos farmacos con interés en cunicultura y salud pdblica. Se obtuvieron diferentes fenotipos, segun las familias de
antibidticos estudiadas, partiendo de un total de 86 cepas. Las familias con el mayor porcentaje de resistencia fueron
las fluoroquinolonas y las tetraciclinas, mientras que las sulfonamidas tuvieron el menor porcentaje de resistencia.
Ademas, a partir de un estudio genético, se identificd un conjunto de 29 genes de resistencia que afectaban no solo a
los antibidticos, sino también a metales pesados y compuestos desinfectantes como los amonios cuaternarios. Estos
genes se clasificaron en familias, lo que resultd en un total de 10 familias de antibidticos. Las tetraciclinas, los fosfona-
tos y los macrélidos mostraron el mayor porcentaje de resistencia entre las diferentes familias de antibidticos estudia-
dos, mientras que los glicopéptidos, las lincosamidas y las sulfonamidas tuvieron el menor. Ciertas cepas presentaron
genes de resistencia, pero no los manifestaron. Sin embargo, los estudios fenotipicos y genotipicos de resistencia a
los antibidticos se encontraron correlacionados positivamente para la mayoria de los grupos de antibidticos, excepto
para las lincosamidas. Los resultados mostraron que la presencia de genes de resistencia estaba fuertemente aso-
ciada con su manifestacién fenotipica. Estos resultados enfatizan la importancia de considerar tanto la presencia de
genes de resistencia como su manifestacion fenotipica al evaluar la resistencia a los antibidticos en muestras clinicas.

Palabras clave: Staphylococcus aureus, antibidticos, susceptibilidad antimicrobiana, fenotipo, genotipo.

Abstract

Staphylococcus aureus is a bacteria that can develop resistance to multiple antibiotics, making it a significant
public health problem. Antimicrobial drugs were selected for antibiotic susceptibility studies with the objective
of broadening our knowlegde on the level of resistances of this molecules in rabbitries and for public health
concerns. Different phenotypes were obtained, depending on the families of antibiotics studied, from a total of
86 strains. The families with the highest percentage of resistances were fluoroquinolones and tetracyclines, while
sulfonamides had the lowest percentage. In addition, the genetic study identified a set of 29 resistance genes
that have an effect not only antibiotics but also heavy metals and disinfectant compounds such as quaternary
ammoniums. These genes were classified into families, resulting in a total of 10 antibiotic families. Tetracyclines,
phosphonates, and macrolides showed the highest percentage of resistance among the families, while glycopep-
tides, lincosamides, and sulfonamides had the lowest. Phenotypic and genotypic studies of antibiotic resistance
were found to be positively correlated for most antibiotic groups, except for lincosamides. The results showed
that the presence of resistance genes was strongly associated with their phenotypic manifestation. However,
certain strains presented resistance genes but did not manifest them, which may be related to the elimination of
the plasmid that harbors these genes. These results emphasize the importance of considering both the presence
of resistance genes and their phenotypic manifestation when evaluating antibiotic resistance in clinical samples.

Keywords: Staphylococcus aureus, antibiotics, antimicrobial susceptibility, phenotype, genotype.
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Introduccidn

Staphylococcus aureus es una bacteria patégena oportunista, responsable de diversas patologias en cunicul-
tura como mastitis, pododermatitis y abscesos. La resistencia a los antibidticos es uno de los mayores desafios
en la lucha contra las bacterias y S. aureus se considera un microorganismo multirresistente con opciones tera-
péuticas limitadas (Aires-de-Sousa, 2017). Es capaz de adquirir y diseminar genes de resistencia a los antibidti-
cos mediante diferentes mecanismos, incluyendo la transferencia horizontal de genes y la seleccién natural de
mutantes resistentes. La habilidad de S. aureus para adquirir répidamente resistencia a los antibidticos es una
preocupacién importante para la salud publica, ya que puede limitar la eficacia de los tratamientos antimicro-
bianos. Hasta un 20% del genoma de S. aureus estd compuesto por elementos genéticos méviles capaces de
portar resistencias (Alibayov et al., 2014). Los pldsmidos, en particular, desemperian un papel importante como
portadores de resistencias a antibidticos, siendo los de mayor tamario responsables de resistencias como a ami-
noglucésidos o metales pesados, mientras que los plasmidos mas pequerios pueden portar resistencias a otras
moléculas como el trimetoprim o las tetraciclinas (Lindsay, 2013).

Estos hallazgos subrayan la importancia de esfuerzos continuos de vigilancia e investigacién dirigidos a en-
tender los mecanismos que subyacen a la resistencia a los antibidticos en S. aureus. Igualmente, se destaca la
necesidad del desarrollo de nuevas estrategias para combatir esta creciente amenaza para la salud publica.

La secuenciacién completa del genoma posibilita la identificacién de segmentos genéticos que codifican pro-
teinas con capacidad de conferir proteccidn a las bacterias ante la accién de los antibidticos. De esta forma,
se puede aumentar el conocimiento sobre cémo se expresan y se regulan. En el caso de las herramientas mas
clésicas como los estudios fenotipicos (como por ejemplo el método de difusién por disco), permiten obtener
informacién clinica relevante, pero con escasez de informacién para anélisis posteriores.

Por lo tanto, el objetivo del presente estudio es explorar la correlacion entre los métodos de anélisis de resis-
tencias utilizando enfoques fenotipicos y métodos avanzados de anélisis genémico, ademés de comprobar la

eficacia de cada técnica.

Material y métodos

Aislado de cepas: En el presente estudio se han utilizado 86 muestras de S. aureus, distribuidas de forma
homogénea a lo largo de la Peninsula lbérica, que fueron obtenidas a través del cultivo en una placa de agar
sangre al 5% con colistina y acido nalidixico (BD Columbia CNA Agar with 5% Sheep Blood). Estas muestras
fueron incubadas a 37°C durante 24 horas para su seleccién posterior en base a su morfologia y hemdlisis.
Ademas, aquellas colonias sospechosas de ser S. aureus positivas, que no presentaban hemlisis y que ademas
presentaban un color dorado, se cultivaron en un medio de cultivo cromogénico (CHROMagar™ Staph aureus)
que produce colonias de diferente color en presencia de la bacteria. Posteriormente, se llevé a cabo un anélisis
mediante técnica de PCR para asegurar la correcta identificacion de las muestras, empleando los genes de coa-
gulasa y proteina A.

Secuenciacion del genoma completo: Se ha obtenido el genoma completo de todas las muestras mediante el
uso de la plataforma Hiseq XTen de lllumina, utilizando una técnica de secuenciacién de 150x2 pb. El resultado ob-
tenido ha sido procesado mediante un flujo de trabajo de herramientas bioinforméaticas conocido como Bactopia
(Petit RA 3rd y Read TD, 2020), que incluye material disefiado especificamente para el anélisis de datos genéticos.

Andlisis de resistencias: Asimismo, se ha empleado el programa abritAMR (Sherry NL et al., 2023), certificado
por las normas ISO, para llevar a cabo el anélisis de resistencias antibidticas a nivel genético. En el caso del ana-
lisis de las resistencias a nivel fenotipico, se ha llevado a cabo un antibiograma mediante el método de difusién
en placa con disco (Bernal RM y Guzman M, 1984).

Resultados y discusion

Fenotipo: Se procedié a la seleccidn de 14 farmacos antimicrobianos (Tabla 1) con el propdsito de llevar a cabo
los estudios de susceptibilidad antibiética mediante la técnica de difusién en placa con disco. Dicha seleccién
se fundamentd en la capacidad que brindan estas moléculas para obtener una visién global y detallada sobre
las resistencias antibidticas en S. aureus, tanto en términos de produccién cunicola, como para salud publica y
de investigacion cientifica.
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Del total de las 86 cepas estudiadas, se obtuvieron diferentes fenotipos segun la familia de antibidticos analiza-
da (Tabla 1). Con especial atencién a los antibidticos de interés ganadero, las familias con un mayor porcentaje
de resistencias fueron las fluoroquinolonas y las tetraciclinas, y las de menor porcentaje las sulfonamidas.

Tabla 1. Porcentaje de cepas que presentaron resistencia a los antibidticos testados, desglosados a su vez
en familias y seguin su compatibilidad con antibiéticos usados en granjas cunicolas.

Antibiético Familia Compeatibilidad en granja %Resistencias
Ciprofloxacino Fluoroquinolonas Investigacién 100%
Norfloxacino* Fluoroquinolonas Enrofloxacino 89,5%
Tetraciclina Tetraciclinas Doxiciclina u oxitetraciclina 82,6%
Clindamicina Lincosamidas Investigacién 76,7%
Kanamicina Aminoglucésido Sggiamnlwcllc?r?é neomicina, 66,3%
Eritromicina* Macrdlidos l—islgigfnsii:i?{afu;zt;??(;cr:ri\?;lna 64%
Penicilina G* Penicilinas Benzilpenicilina, amoxicilina 52,3%
Gentamicina Aminoglucésido Apramicina, neomicina 51,2%
Trimetoprim-sulfametoxazol ~ Sulfonamidas Sulfadimetoxina y sulfaquinoxalina 15,1%
Cefoxitina* Cefalosporinas Investigacién 15,1%
Ceftarolina Cefalosporinas Investigacién 8,1%
Cloranfenicol Anfenicoles Investigaciéon 4,7%
Tigecicline Glicilciclinas Investigacion 4,7%
Linezolid Oxazolidinonas Investigacién 3,5%

*Estos antibidticos sirven como control de otros de antibiéticos de la misma familia.

Genotipo: En relacion al estudio a nivel genético (Tabla 2), se confirmé la existencia de un conjunto de 29 ge-
nes de resistencia que afectan no solo a antibidticos, sino también a metales pesados y a compuestos desinfec-
tantes, como los amonios cuaternarios. En lo que respecta a los genes de resistencia, se agruparon en familias,
lo que dio lugar a un recuento global de 9 familias de antibidticos.

En este caso, las familias que presentaron un mayor porcentaje de resistencias fueron las tetraciclinas (100%),
los fosfonatos (64%) y los macrdlidos (64%). En cambio, las familias que presentaron un menor nimero son los
glucopéptidos (3,5%), las lincosamidas (23,3%) y las sulfonamidas (24,4%).
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Tabla 2. Porcentaje de cepas que presentaron resistencias a nivel genético. Se representan desglosadas se-
gun las familias de antibiéticos anotadas y los genes que producen resistencias.

Familia de antibiéticos Genes de resistencia %Resistencias

tet(K)

Tetraciclinas tet(38) 100,0
tet(L)

Fosfonatos fosB 64,0

Macrélidos elrr:'nr(‘z) 64,0

aac(6’)-le/aph(2”)-la
aadD1
Aminoglucésidos ant(é)-la 61,6
spw
str

blaZz
B -lactdmicos mecC 51,2
mecA

Bomba de eflujo (MATE)* mepA 40,7

. dfrk
Sulfonamidas e 24,4

vga(A)

Lincosamidas ;gtj?gﬁ 23,3
Isa(E)

Glucopéptidos bleO 3,5

*Bomba de eflujo MATE (multidrug and toxic compound extrusion): Transportador de membrana que elimina molé-
culas tdxicas y antibidticos. Afecta varias familias, en este caso especialmente a tetraciclinas. También podria afectar
a fluoroquinolonas y aminoglucésidos.

Correlacién entre fenotipo y genotipo: En la siguiente grafica (Fig. 1) se muestra la correlacién entre el
estudio fenotipico y genotipico de las resistencias a antibidticos. Se muestran los antibidticos clasificados por
familias, excepto en el caso de la meticilina y la penicilina, ambos antibidticos pertenecientes a la familia de los
B-lactdmicos, que se encuentran por separado por su especial interés para la salud animal y humana.

Figura 1. Gréfica de lineas que muestra la correlacién entre la presencia de resistencias genotipicas y fenotipi-
cas diferenciado por grupos de antibiéticos.
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Se aprecia una asociacién positiva entre la presencia de genes de resistencia y su manifestacién en un modelo
fenotipico en todos los grupos, a excepcién de las lincosamidas, una familia de antibidticos que incluye la clin-
damicina. En este caso, se evidencidé que todas las muestras que presentaban el gen de resistencia eran feno-
tipicamente resistentes. Sin embargo, existen muestras que fueron resistentes fenotipicamente, pero carecian
de un gen especifico de resistencia a lincosamidas. Esto podria justificarse por una interaccién con los genes
de resistencia a macrélidos. Estudios previos han observado este fendmeno y se ha desarrollado una técnica
para distinguir fenotipicamente estas interacciones (Castellano Gonzélez, 2015). En particular, los -lactémicos
presentaron una correlacién perfecta. En contraste, se han detectado ciertas cepas que presentaban genes de
resistencia, pero no los manifestaban, en el caso de los aminoglucdsidos y las sulfonamidas.

En conclusién, se observé una asociacion positiva entre la presencia de genes de resistencia y su manifestacion
fenotipica en la mayoria de los grupos de antibidticos, excepto en las lincosamidas. En general, estos resultados
destacan la importancia de tener en cuenta tanto la presencia de genes de resistencia como su manifestacion
fenotipica al evaluar la resistencia a los antibidticos en las muestras clinicas.
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Resumen

Staphylococcus aureus es una bacteria que puede causar multiples enfermedades en los conejos y
afectar negativamente a su capacidad productiva. Ademas, esta bacteria es importante como organismo
modelo para el estudio gendmico y molecular debido a su capacidad para adquirir y transferir genes de
resistencia a los antibidticos y de virulencia. Dos de los complejos clonales de S. aureus mas frecuentes
y ampliamente distribuidos en cunicultura en nuestro pais son CC121 y CC96. El CC121 se ha asociado a
infecciones més graves in vivo e in vitro, mientras que el CC96 a infecciones menos graves. Las diferencias
gendmicas entre CC121 y CC96 se deben a mutaciones y a la adquisicién de elementos genéticos mé-
viles. Este estudio pretende establecer una vision preliminar in silico de las diferencias gendmicas entre
los dos complejos clonales mas representativos de S. aureus que afectan a la cunicultura. En el estudio
se analizaron 71 secuencias de S. aureus, de las cuales 50 estaban asociadas al CC121 y 21 al CC9%6. El
anélisis pangendmico de las cepas seleccionadas mostré que el 56,8% de los genes estaban presentes en
todas las cepas, mientras que el 19,27% de los genes determinan las diferencias entre cepas, como ocurre
en los perfiles de virulencia y resistencias a antibidticos. La filogenia de ambos complejos clonales no
esta del todo diferenciada, pues las ST96 del CC96 se encuentran evolutivamente méas proximos a ciertas
cepas de CC121 que del CC96. Por ultimo, se ha observado la presencia de ciertos factores de virulencia
en funcién del complejo clonal analizado. Por lo tanto, este estudio preliminar pone de manifiesto la im-
portancia del anéalisis gendmico para comprender la patogénesis bacteriana y desarrollar estrategias de
tratamiento eficaces.

Palabras clave: Staphylococcus aureus, CC%6, CC121, genémica comparativa, conejo.

Abstract

Staphylococcus aureus is a bacterium that can cause multiple diseases in rabbits and negatively affect their pro-
ductive capacity. Furthermore, this bacterium is important as a model organism for genomic and molecular stu-
dies due to its ability to acquire and transfer antibiotic resistance and virulence genes. Two of the most frequent
and widely distributed S. aureus clonal complexes in rabbit farming in our country are CC121 and CC96. CC121
has been associated with more severe infections in vivo and in vitro, while CC96 with less severe infections.
Genomic differences between CC121 and CC96 are due to mutations and the acquisition of mobile genetic ele-
ments. This study aims to establish a preliminary in silico view of the genomic differences between the two most
representative clonal complexes of S. aureus that affect rabbit farming. In the study, 71 S. aureus sequences were
analyzed, of which 50 were associated with CC121 and 21 with CC96. The pangenomic analysis of the selected
strains showed that 56.8% of the genes were present in all the strains, while 19.27% of the genes determine the
differences between strains, as occurs in the profiles of virulence and resistance to antibiotics. The phylogeny
of both clonal complexes is not fully differentiated, since the ST96 of CC96 are evolutionarily closer to certain
strains of CC121 than to CC96. Finally, the presence of certain virulence factors has been observed depending
on the clonal complex analyzed. Therefore, this preliminary study highlights the importance of genomic analysis
to understand bacterial pathogenesis and develop effective treatment strategies.

Keywords: Staphylococcus aureus, CC96, CC121, comparative genomics, rabbit.
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Introduccidn

Los conejos pueden verse afectados por la bacteria Staphylococcus aureus, la cual tiene la capacidad de pro-
vocar la aparicién de multiples patologias y afectar negativamente su capacidad productiva (Barthe et al., 2009).
Existen diversas patologias que pueden manifestarse en los conejos, tales como infecciones cutaneas, trastor-
nos respiratorios y graves enfermedades sistémicas. La posibilidad de infeccién entre el personal que esta en
contacto con estos animales se ve incrementada por la facilidad de diseminacién de la bacteria en las granjas
cunicolas (Attili et al., 2020; Rosell y de la Fuente, 2018).

Ademas de su importancia como patdgeno en cunicultura, S. aureus también es un importante organismo que
sirve como modelo para estudiarlo gendmica y molecularmente, debido a su capacidad para adquirir y transferir
genes de resistencia a los antibiéticos. Asi como también genes relacionados con la virulencia y patogenicidad
de esta bacteria, lo que puede llevar a la identificacion de nuevas estrategias de tratamiento (Malachowa y De-
leo, 2010; Viana et al., 2007).

Los complejos clonales 121 (CC121) y 96 (CC96) de S. aureus son dos de los complejos clonales més frecuen-
tes y ampliamente distribuidos en las granjas cunicolas de la Peninsula ibérica. Se ha encontrado que existen
diferencias significativas en la capacidad de producir toxinas y causar enfermedades entre estos dos comple-
jos clonales. En particular, los ensayos de virulencia realizados in vivo e in vitro muestran una mayor virulencia
de las cepas del CC121, mientras que las infecciones menos graves, se han asociado al CC96 (Penadés et al.,
2020). Ademas, se ha demostrado que CC96 tiene una mayor frecuencia de genes de resistencia a multiples
antibidticos, incluyendo la meticilina, mientras que el CC121 es generalmente mas susceptible a los antibidticos
(Moreno-Grua et al., 2018; Shen et al., 2019).

El objetivo de este trabajo es establecer una vision preliminar in silico de las diferencias genémicas que existen
entre los dos complejos clonales de S. aureus més prevalentes en granjas cunicolas de la Peninsula ibérica.

Material y métodos

Cepas. Un total de 90 muestras fueron inoculadas en Agar Columbia con 5% sangre (CNA) y se incubaron du-
rante 24 h a 37°C. Después de 24 h, las colonias compatibles con S. aureus se identificaron en funcién de la mor-
fologia y la capacidad hemolitica y se inocularon en caldo de soja triptico (TSB) para la posterior extraccion de
ADN. Utilizando este ADN, se amplificaron los genes coa, spa y clfB para confirmar el aislamiento de S. aureus.

Secuenciacion. Las cepas fueron enviadas a Sequencing Multiplex S.L (Paterna, Valencia) para su secuenciacién
mediante Hiseq XTen (lllumina).

Anélisis bioinformatico. Las secuencias fueron procesadas mediante Bactopia (Petit y Read, 2020). Asi mismo se
realizé el tipado MLST (Jolley et al., 2018) y se seleccionaron las secuencias pertenecientes a los CC96 y CC121,
un total de 71 cepas. Igualmente, se realizd un anélisis pangendmico con la herramienta Roary (Page et al., 2015)
y se analizé su filogenia mediante el software MEGA11 (Tamura et al., 2021).

Resultados y discusion

Mediante el estudio bioinformético de 71 secuencias de S. aureus correspondientes a los CC121 y CC96, se
han observado 50 cepas pertenecientes al CC121 (70,43%) y 21 cepas asociadas al CC%6 (29,57%).

Para el analisis pangendmico de estas cepas, se analizaron un total de 33671 genes, de los cuales 1909 estaban
presentes entre el 99-100% de las cepas, conformando aproximadamente el 56,8 % de los genes totales (Tabla
1). Por otro lado, 648 genes estaban presentes en un porcentaje minoritario de las cepas, permitiendo establecer
diferencias entre cepas de diferente complejo clonal e incluso en el mismo complejo clonal, que pueden ser
los que determinen la patogenicidad o no de la infeccidn. Asi mismo, se observé que, conforme aumentaba el
numero de cepas analizadas en la comparativa, descendia el nimero de genes conservados en todos los ge-
nomas (Figura 1a). Estos datos refuerzan los resultados publicados sobre el genoma de S. aureus, en los que se
establece que muestran hasta un 22% de variabilidad (Baba et al., 2008).
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Tabla 1. Clasificacion de grupos de genes en funcién de su presencia en las cepas estudiadas. Se
muestra, a su vez, el porcentaje de cepas que los representaban y el nimero total de genes que

incluian.

Tipos de genes % Cepas N° de genes
Genes del Core 99-100 1909
Genes Soft Core 95-99 205
Genes Shell 15-95 869
Genes Cloud 0-15 648
Total 0-100 3361

Genes del Core: Genes presentes en todas las cepas. Genes Soft Core: Genes presentes en méas del 95% de las cepas. Genes Shell:
Genes que no estan presentes en todos los genomas, pero si en numerosos genomas. Genes Cloud: Genes que se encuentran en una
cepa 0 muy pocas.

Desde el punto de vista de la aparicidn de genes Unicos (genes que solo se encuentran en una cepa de nuestro
andlisis, pero estan registrados en bases datos), a medida que se afiade un nuevo genoma, existe la posibilidad
de que algunos de esos genes no estén en los anteriores, por lo que podria ser un nuevo gen descrito. Sin em-
bargo, se observdé como el nimero de genes nuevos tenia un valor 0, por lo que no se llegd a describir ningun
gen nuevo, no descrito con anterioridad (Figura1b).

Figura 1. Relacién entre el nimero de genes y el nimero de cepas secuenciadas. Curva de cepas secuencia-
das frente a la de genes totales y genes conservados (A), y, genes nuevos y Unicos (B).

A ) . B 2500 Key
— genes_nuevos
g - enes_unicos
3000 o genes_uni
g |\ g
-~ 1500
é, 20004 — g
@
] Key ¥
4 o 10004
§ = Genes conservados =
1000 Total genes
500 4
01 04 o =T
0 20 40 60 0 20 40 60
No. de cepas No. de cepas

Adicionalmente, se construyd un arbol filogenético empleando un método estadistico de méaxima verosimilitud
de las 71 cepas estudiadas (Figura 2), el cual se llevd a cabo utilizando las secuencias del “core genome” de
cada una de las cepas. Este arbol mostrd como existe una relacién entre ciertas cepas del CC96 muy préximas
evolutivamente a determinadas cepas del CC121, concretamente las cepas 2483, 2571, 2622 y 3020. Estos resul-
tados reflejan como las ST96 estan mas emparentadas evolutivamente a ciertas STs del CC121 que a otras STs
del CC96.

Por ultimo, se determiné la presencia de factores de virulencia que fuesen diferentes en ambos complejos
clonales. Los genes de virulencia hld, lukd y scn no se localizaron en las cepas CC121, pese a que el CC121 se
clasifique como clon hipervirulento. El gen hld codifica para una hemolisina que ataca a la membrana y produce
destruccion de las plaquetas y necrosis (Janzon y Arvidson, 1990); lukd codifica para una parte de una leucotoxi-
na bicomponente que, actuando sobre la membrana de las células diana induce dermonecrosis en la piel de los
conejos (Gravet et al., 1998), y scn participa en la inhibicién de la actividad inmunolégica de los neutrdfilos (Van
Wamel et al., 2006). En lo relativo a las enterotoxinas, en las cepas CC96 solo se detectd una enterotoxina, selx;
mientras que en las cepas CC121 aparecieron un mayor nimero, como seo, sem, sey.
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Figura 2. Arbol filogenético de 71 cepas de S. aureus. Anélisis evolutivo realizado mediante el método de
Maxima Verosimilitud y el modelo de Jukes-Cantor. El arbol de consenso Bootstrap (n° de repeticiones en los
que ha aparecido ese taxén en esa posicién concreta del arbol) inferido de 20 repeticiones se toma para re-
presentar la historia evolutiva de los taxones analizados.
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En conclusidn, los resultados de este estudio preliminar mostraron como existe un porcentaje elevado de ge-
noma variable en la especie S. aureus, lo que provoca inmensas diferencias entre cepas dentro del mismo com-
plejo clonal. Para estudios futuros, seria interesante realizar un estudio de los anteriormente llamados “genes
cloud” y "genes shell”, ya que pueden ser la base para el desarrollo de nuevas terapias frente a este patdgeno,
puesto que estos genes son los que determinan las diferencias entre cepas.
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Resumen

El virus mixoma (MYXV) es el agente infeccioso causante de la mixomatosis, una enfermedad que afecta
al conejo europeo (Oryctolagus cuniculus). Desde su introduccién en Europa a mediados de los afios 50,
MYXV ha tenido un efecto devastador en las poblaciones de conejo silvestre. Tras afios de coevolucién virus-
hospedador, los conejos silvestres se han convertido en un reservorio del virus, por lo que actualmente la
mixomatosis estd considerada como enfermedad endémica en Europa. A pesar de disponer de varias vacunas
comerciales, hay brotes anuales de mixomatosis que afectan tanto a conejos silvestres como domésticos. La
realizacién de seguimientos seroldgicos rutinarios es imprescindible para establecer las medidas de control
mas adecuadas. En este trabajo se describe el desarrollo de pruebas serolégicas basadas en proteinas recom-
binantes que se podrian usar para la deteccidon de anticuerpos anti-MYXV. Para ello, se seleccionaron varias
proteinas candidatas para explorar sus propiedades como antigenos utilizables en ELISAs indirectos para la
deteccion de anticuerpos especificos en los sueros de conejo. Se utilizaron varios sueros positivos de conejo
para estandarizar los ELISAs indirectos basados en las proteinas recombinantes rM022L y rM115L, y su com-
paracion con un ELISA comercial. Los resultados preliminares muestran que pueden ser una alternativa Gtil
para la evaluacién seroldgica de animales de granja vacunados, asi como en estudios de seroepidemiologia
de la mixomatosis.

Palabras clave: virus mixoma (MYXV), ELISA, proteinas recombinantes, serovigilancia.

Abstract

Myxoma virus (MYXV) is the causative agent of mixomatosis, a disease that affects the European rabbit (Oryc-
tolagus cuniculus). Upon its deliberate introduction in Europe in the 1950s, MYXV has had a devastating impact
on native rabbit populations. Over years of coevolution with its host, wild rabbits have become a reservoir for the
virus whereby myxomatosis is currently considered an endemic disease in Europe. Despite there being several
vaccines currently available, there are annual myxomatosis outbreaks affecting both wild and farm rabbits. Rou-
tine serological monitoring procedures to indicate disease prevalence in wild rabbit populations and thorough
surveillance of the serological status after vaccination on rabbit farms are essential to help establish suitable
control measures. Here we describe the development of serological tests that could be used for the detection
of anti-MYXV antibodies based on recombinant proteins. For this, several candidate proteins were selected to
explore their antigenic properties in indirect ELISAs for the detection of specific antibodies in rabbit sera. Several
positive and negative rabbit sera were used to standardize the indirect ELISAs based on the rM022L and rM115L
recombinant proteins, and their comparison with a commercial ELISA. The preliminary results show that they can
be a useful alternative for the serological evaluation of vaccinated farm animals, as well as in seroepidemiology
studies of myxomatosis.

Keywords: myxoma virus (MYXV), ELISA, recombinant protein, serosurveillance
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Introduccidn

El virus mixoma (MYXV), un miembro de la familia Poxviridae, fue identificado en Uruguay en 1898. En sus hos-
pedadores naturales, lepdridos del continente americano (Sylvilagus spp.), la infeccién por MYXV causa fibromas
cutdneos benignos y localizados. Sin embargo, este virus es el agente causal de la mixomatosis en el conejo
europeo (Oryctolagus cuniculus), que puede cursar con dos formas diferentes: nodular o clasica, caracterizada
por la aparicién de lesiones nodulares cutdneas y depresién inmunoldgica; y amixomatosa o atipica, que cursa
principalmente con signos respiratorios.

Su introduccién deliberada en Europa a mediados de los afios 50 tuvo un impacto devastador en la pobla-
cién autéctona de conejos, alcanzando tasas de mortalidad del 95-99%. La poblacién de conejos silvestres
actda como reservorio del virus que puede transmitirse por contacto directo con animales contagiados o fémi-
tes, y por via mecéanica a través de la picadura de insectos. A pesar de disponer de varias vacunas comerciales,
sigue habiendo brotes anuales de mixomatosis que afectan tanto conejos silvestres como de domésticos
(Dalton et al., 2015).

La realizacién de seguimientos serolégicos rutinarios en las poblaciones de conejos silvestres, y el monitoreo
del estado seroldgico tras la vacunacion en las granjas son procedimientos necesarios para reunir la informacion
requerida a la hora de establecer las medidas de control mas adecuadas en cada situacién. En el momento
actual, unicamente se dispone de una prueba de diagndstico serolégico comercial (ELISA) en la cual se usa el
virus completo como antigeno. La produccién de este antigeno es costosa, implica el uso de técnicas de cultivo
celular y requiere disponer de instalaciones acondicionadas para ello, en condiciones de seguridad bioldgica
adecuadas. En este trabajo se propone el uso de sistemas heterdélogos para la produccién de proteinas virales
recombinantes con caracter antigénico con el fin de utilizarlas para la deteccién de anticuerpos especificos anti-
MYXV en sueros de conejo.

Material y métodos

Sueros: los sueros utilizados en este trabajo proceden de conejos incluidos en un experimento de laboratorio
en lo cual se realizd vacunacién frente al MYXV y posteriormente algunos de los individuos fueron retados con
el virus para evaluar el nivel de proteccion adquirida. Todos los experimentos fueron aprobados por la autoridad
local de acuerdo con las directrices del Gobierno espaniol (Real Decreto 1201/2005) y la Guia de la Comunidad
Europea para el cuidado de los animales (Directiva del Consejo 86/609/EEC). Los sueros se analizaron con un kit
de ELISA comercial para clasificar a los animales en seropositivos o seronegativos.

Produccién y purificacién de proteinas virales recombinantes: Los genes virales completos m022|, m071|,
m115l se amplificaron mediante reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) desde el genoma de la cepa de virus
mixoma Lausanne. Los productos de PCR se clonaron en el vector de expresién pTri-Ex1.1, con fusién a un mar-
cador de cola de histidinas en el extremo C-terminal. En el caso de m022l, también se incluyé la proteina GST en
el extremo N-terminal para facilitar la purificacion. Los pldsmidos resultantes pTri-m022l, pTri-m071l y pTri-m115I
se usaron independientemente junto con el bdcmido Bac10:KO1629 para la generacién de baculovirus recom-
binantes (rBaV) en la linea celular de insecto Sf9. Cultivos de Sf9 en suspensién se infectaron con rBaV-MO022L,
rBaV-MO71L y rBaV-M115L, y tras 48h de incubacién a 100 rpm a 28°C las células se procesaron y las proteinas
virales recombinantes fueron purificadas desde la fraccidn soluble del lisado celular mediante cromatografia de
afinidad. Los eluidos finales se dializaron, se cuantificaron y se conservaron a -20°C.

Andlisis de la antigenicidad de las proteinas recombinantes: Tras la purificacion, las proteinas virales recom-
binantes se analizaron en geles de SDS-PAGE, se transfirieron a una membrana de nitrocelulosa y se incubaron
frente distintos sueros de conejo, seropositivos y seronegativos al virus mixoma.

Desarrollo de un ELISA indirecto basado en virus mixoma completo (ELISA-MYXV): El cultivo, amplificacion
y purificacién del virus MYXV (cepa Lausanne) se adaptd del protocolo Gelfi et al., 1999. El virus se adsorbe sobre
la fase sdlida directamente y actia como antigeno para la deteccidn de anticuerpos anti-MYXV en los sueros. La
cantidad de antigeno, dilucién de sueros, dilucidn del anticuerpo secundario, etc. se determiné por el método
CBT (Crowther, 2009).

Desarrollo de ELISAs indirectos basados en proteinas recombinantes: Las proteinas virales recombinantes
se utilizaron para tapizar una placa de 96 pocillos de fondo plano Costar® Assay Plate (Corning). Una mezcla de
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nueve sueros de conejo previamente analizados por ELISA comercial, muy seropositivos a MYXV se usaron como
control positivo, un suero comercial negativo para MYXV se usé como control negativo del ensayo. La concentra-
cién de proteina recombinante, asi como el resto de las condiciones del ensayo (diluciones de suero, diluciones
del anticuerpo secundario, solucién de bloqueo, temperatura de incubacién, etc.) se optimizaron para obtener
el méximo valor de ratio positivo/negativo (P/N).

Resultados y discusion

Andlisis de sueros con la prueba serolégica comercial: Se analizaron 37 sueros de conejo para detectar la
presencia de anticuerpos anti-MYXV utilizando el kit comercial de ELISA indirecto basado en el virus completo.
Los resultados obtenidos por esta prueba fueron los siguientes: 24 sueros resultaron positivos y 17 negativos.

Expresion y purificacion de las proteinas recombinantes: La produccion de las proteinas recombinantes
utilizando baculovirus se confirmé mediante un andlisis por SDS-PAGE (Fig. 1-A) y Western blot utilizando anti-
cuerpos frente la cola de histidinas, fusionada a las proteinas virales en C-terminal usada como marcador (Fig.
1-B). En el carril correspondiente a rM022L se observan las bandas de la proteina recombinante fusionada con
GST (~70 kDa) y a la forma libre de GST (41kDa).

Reactividad de las proteinas recombinantes frente a sueros anti-MXYV en Western blot: En el estudio de
antigenicidad de las dos proteinas por Western blot (Fig. 1-C) se puede observar que, utilizando la misma canti-

dad de proteina recombinante, rM115L tiene determinantes antigénicos mas potentes que rM022L.

Figura 1. Reactividad de antigenos contra sueros anti-MXYV.
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(A) Anélisis de las proteinas recombinantes en electroforesis en gel SDS-PAGE al 12% acrilamida seguido de tincién con Azul Coomassie; (B) Anélisis
por Western blot con anticuerpos frente a la cola de histidinas y (C) Anélisis Western blot utilizando una mezcla de nueve sueros positivos frente al
virus mixoma.

ELISAs indirectos usando proteinas recombinantes: Después de optimizar las condiciones del ensayo para
cada una de las proteinas recombinantes, se analizaron los mismos 37 sueros de conejo con el ELISA-rM022L y el
ELISA-rM115L, respetando las condiciones particulares de cada ensayo. Los resultados obtenidos se comparan
con la prueba seroldgica comercial y con el ELISA-MYXV casero (Tabla 1).

Tabla 1. Comparacién de resultados del anélisis de sueros de conejo por los distintos ELISAs desarrolla-
dos en el presente trabajo

Resultado Prueba comercial ELISA-MYXV ELISA-rM022L ELISA-rM115L
P 24 24 19 22
N 13 13 18 15

P: positivo; N: negativo
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La comparacién de los resultados preliminares obtenidos de las pruebas ELISA puesto a punto en nuestro
laboratorio utilizando virus completo como antigeno tiene un comportamiento similar al sistema comercial. Por
otro se observan algunas diferencias de especificidad y sensibilidad cuando se utilizan antigenos recombinantes
purificados. Ello podria indicar que la vacuna usada, asi como el tipo de inoculacién de la vacuna (intradérmica
o subcuténea), son factores relevantes que influyen en la proporcién de anticuerpos generados frente deter-
minadas proteinas virales, y en concreto frente a las dos proteinas rM022L y M115L. Por otro lado, los viriones
de MYXV pueden llegar a tener dos envueltas lipidicas; la proteina MO22L forma parte de la envuelta externa,
mientras que M115L forma parte de la envuelta interna del virion. Esta diferencia de localizacién de las proteinas
antigénicas en la estructura del viridn influye en su accesibilidad y exposicidn, y podria estar afectando también
a la respuesta inmunoldégica del individuo infectado.

En conclusién, se muestra que las pruebas de ELISA indirecto basado en las proteinas recombinantes rM022L y
rM115L podrian servir para realizar evaluaciones del estado serolégico de conejos de granja, pero es necesario
incluir un mayor nimero de sueros para realizar estudios de sensibilidad y especificidad més exhaustivos de
ambas pruebas seroldgicas.
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Resumen

Los problemas digestivos causan graves pérdidas econdmicas en las explotaciones cunicolas. Dentro de
los agentes bacterianos, Escherichia coli enteropatégeno (EPEC) portador del gen eae es uno de los més
importantes en este tipo de procesos. Se conocen otros factores de virulencia codificados por los genes
afr2, ral, lifAy paa, asociados a cepas EPEC en conejos. El objetivo de este trabajo fue estudiar la relacién
entre estos factores de virulencia de E. coliy el antigeno soméatico O103 con sus posibles combinaciones.
Para ello se seleccionaron 113 cepas de E. coli aisladas de muestras digestivas de gazapos diferenciadas en
tres grupos distintos: 39 cepas de E. coli EPEC y 39 cepas de E. colino EPEC de conejos con sintomatologia
digestiva y 35 cepas (27 no EPEC y 8 EPEC) aisladas de muestras de conejos sin signos evidentes de enfer-
medad entérica. Todos los aislamientos EPEC también fueron positivos a al menos otro factor de virulencia.
El perfil positivo a liftA, ral y paa fue el detectado con mayor frecuencia (n=33) mientras que los aislados
positivos para afr2 fueron escasos (n=6). Respecto al serotipo O103, se encontré en 12 de las cepas estudia-
das, todas ellas EPEC. Las cepas no enteropatdgenas (no EPEC) de ambos grupos de animales, enfermos y
sanos (n=39 y n=27) fueron negativas para el resto de los factores de virulencia investigados asi como para
el serotipo O103. Podemos concluir que el gen eae es el mejor marcador genético utilizado para definir las
cepas de E. colivirulentas en conejo.

Palabras clave: conejo, digestivo, Escherichia coli, gen eae, virulencia.

Abstract

Digestive disorders cause serious economic losses in rabbit farms. Among the bacteria, enteropathogenic
Escherichia coli (EPEC) which is encoded by the eae gene, is one of the most important agents in these
processes. Other virulence factors encoded by the afr2, ral, lifA and paa genes associated with EPEC strains
in rabbits are known. The aim of this study was to investigate the relationship between these E. coli virulen-
ce factors and the O103 somatic antigen and their possible combinations. For this purpose, 113 strains of
E. coliisolated from digestive samples of rabbits were selected differentiated into three groups: 39 strains
of EPEC E. coli and 39 strains of non-EPEC E. coli from rabbits with digestive symptoms and 35 strains (27
non- EPEC y 8 EPEC) isolated from rabbit samples without obvious signs of enteric disease. All EPEC strains
were also positive for at least one other virulence factor. The positive profile for liftA, ral and paa was the
most frequently detected (n=33) while the strains positive for afr2 were scarce (n=6). The O103 serotype was
found in 12 of the strains, all of them EPEC. The non-enteropathogenic strains (non-EPEC) from both groups
of animals, with and without disease (n=39 and n=27) were negative for the rest of the virulence factors in-
vestigated as well as for the O103 serotype. We can conclude that the eae gene is the best genetic marker
used to identify virulent E. coli strains in rabbits.

Keywords: rabbit, digestive, Escherichia coli, eae gene, virulence.
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Introduccidn

Los problemas digestivos son la principal causa de pérdidas econdémicas en la produccidon cunicola industrial.
Cursan con alta morbilidad y mortalidad y afectan principalmente a los animales mas jovenes (lactantes y cebo)
(Marlier et al., 2003; Boucher et al., 2005). La sintomatologia clinica que aparece en este tipo de procesos es:
anorexia, apatia y diarreay, en cuanto a la etiologia, existen diferentes agentes patdgenos que pueden aparecer
o no de forma simultdnea (Rosell, 2000). Dentro de los agentes bacterianos, Escherichia coli es uno de los més
importantes en este tipo de procesos. E. coli es un microorganismo comensal que se encuentra normalmente
en el intestino de mamiferos y aves, pero que en determinadas ocasiones puede ser patégeno. La capacidad de
esta enterobacteria para producir enfermedad reside en la produccién de ciertos factores de virulencia a través
de la expresidn de genes de virulencia contenidos en su genoma. E. coli enteropatdégeno (EPEC) es uno de los
mas importantes en la especie cunicola, siendo en los animales méas jovenes donde més se detecta como agente
Unico causando la colibacilosis neonatal (Blanco et al., 1996). La virulencia de estas cepas EPEC no reside en la
produccién de toxinas, si no que se caracteriza por la adhesion bacteriana a las células epiteliales del intestino
delgado, con la destruccidn posterior de las microvellosidades. El mecanismo de accidn de estas cepas se inicia
con el receptor de la intimina, una proteina que se inserta en la membrana epitelial, y que esta codificada por el
gen eae, el cual esté integrado en una isla de patogenicidad denominada locus de borramiento de enterocitos
(LEE) (Franzin et al., 2015). Ademas se conocen otros factores de virulencia codificados por los genes afr2 (adhesi-
ve factor/rabbit 2), ral (rabbit EPEC adherence locus) lifA (rabbit EPEC adherence locus) y paa (porcine attaching
and effacing-associated) asociados a cepas EPEC en conejos, aunque su implicacién no estéa del todo clara, ya
que se han aislado cepas EPEC que carecen de estas adhesinas fimbriales (Dow et al., 2005). Ademés de todo
ello, se ha descrito que dentro de las cepas EPEC, algunos serotipos son sobre todo patdégenos para gazapos
lactantes, mientras que otros lo son para destetados (Peeters et al., 1984a,b). Para la clasificacion de serotipos,
el antigeno somaético (O), relacionado con la pared celular es uno de los mas estudiados. Los serogrupos de E.
coli méas importantes descritos como patdgenos en conejos son: 0103, O15, 0109 y 026, y se consideran como
secundarios: 02, 085, 0132y O128 (Blanco et al., 1996). El objetivo del presente trabajo fue estudiar la relacion
entre los diferentes factores de virulencia de E. coli descritos en cunicultura, asi como sus posibles combinacio-
nes, tanto en cepas EPEC y no EPEC aisladas de muestras digestivas de gazapos criados en granjas comerciales.

Material y métodos

Para llevar a cabo este estudio se seleccionaron 113 cepas de E. coli de conejos que se diferenciaron en tres grupos
distintos: 39 cepas de E. coli EPEC y 39 cepas de E. coli no EPEC de conejos con sintomatologia digestiva y 35 cepas
(27 no EPEC y 8 EPEC) aisladas de muestras de conejos sin signos evidentes de enfermedad entérica. Los aislados se
obtuvieron de muestras digestivas tanto de gazapos lactantes como de cebo, enviadas por veterinarios clinicos al la-
boratorio procedentes de granjas de conejos localizadas a lo largo de la Peninsula Ibérica, entre los afios 2018y 2019.
Para la obtencién de cepas se realizd cultivo bacteriolégico de cada muestra. Las muestras digestivas se obtuvieron
raspando la mucosa con hisopos de algodén, y se sembraron en placas de agar sangre Columbia, McConckey, XLD
(OXQOID)y se cultivaron a 37 °C en condiciones aerdbicas durante 24-48 h. Se utilizd MALDI-TOF MS (Bruker Daltonics
GmbH, Bremen, Alemania) para identificar los aislados bacterianos. Sobre estas cepas se investigd la presencia de
los genes codificantes para factores de virulencia como el gen eae, afr2, ral, liftA, paay para el serotipo O103, todo
ello mediante PCR a tiempo real (QPCR). El proceso se inicid con la extraccién de los acidos nucléicos de las distintas
cepas de E. coli mediante un equipo automético KingFisher Flex (Thermo) y se utilizaron kits comerciales de la serie
EXOone (Exopol) para la deteccion de cada uno de los genes descritos siguiendo las instrucciones del fabricante.

Resultados y discusion

Los distintos perfiles de virulencia obtenidos paras las cepas EPEC y no EPEC aisladas de animales enfermos
se muestran en la Tabla 1y en la Tabla 2 respectivamente:
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Tabla 1: perfiles de virulencia de cepas EPEC de animales enfermos (n=39).

eae 0103 afr2 liftA ral paa n° de aislamientos
+ - - + + + 19 (49%)
+ + - + + + 7 (18%)
+ - - + - - 4 (10%)
+ + - + - - 1(2,5%)
+ - + - - + 5(13%)
+ - + - - - 1(2,5%)
+ - - + + - 1(2,5%)
+ + - - + + 1(2,5%)

Tabla 2: perfiles de virulencia de cepas no EPEC de animales enfermos (n=39).

eae 0103 afr2 liftA ral paa n® de aislamientos
- - - - - - 39 (100%)

La colibacilosis estd considerada como la enfermedad entérica méas importante en conejos (Milon, et al., 1996,
Boullier et al., 2006) y esté asociada con el gen eae asi como con otras adhesinas y fimbrias (afr2, lifA, ral, paa, etc.)
(Pohl et al., 1993; Blanco et al., 1996; Boullier et al., 2006). Todos los aislamientos EPEC estudiados en este trabajo,
es decir, positivos al gen eae, también fueron positivos a al menos otro factor de colonizacién, y aunque se han en-
contrado diferentes perfiles de virulencia, el perfil positivo a liftA, ral y paa fue el detectado con mayor frecuencia
(n=33) mientras que los aislados positivos a afr2 fueron escasos (n=6). Estos resultados contrastan con los descritos
por Dow et al., 2005 en Europa Central, que detectd en mayor proporcion el factor afr2 en cepas patdégenas EPEC,
mientras que ifA rara vez se encontré. Respecto al serotipo O103, en nuestro estudio se encontrd en 12 de las
cepas estudiadas, todas ellas EPEC, pero no hubo otra correlacién con otros perfiles de virulencia. Estos resultados
reflejan la complejidad para definir si una cepa de E. coli es patdgena o no patdgena por sus rasgos fenotipicos
(por ejemplo el antigeno somético O o el biotipo) siendo necesario un analisis genético méas profundo.

En el grupo de cepas no EPEC (negativas al gen eae), no se ha detectado ningun otro gen codificante de otros
factores fimbriales ni del serotipo O103. Aunque estas cepas se aislaron de animales enfermos, segin estos
resultados no hay evidencias de que cepas negativas al gen eae puedan tener potencial patégeno en conejos
de acuerdo a los factores estudiados. Podria tratarse de cepas apatdgenas presentes en animales con diarrea
debido a otras causas, puesto que E. coli es una bacteria digestiva comensal de la mayoria de mamiferos y aves.
De los 35 aislados de E. coli que provenian de animales sanos, 27 de ellos no presentaban ninguno de los facto-
res de virulencia estudiados, mientras que 8 aislamientos (23%) si presentaban al menos uno de ellos (Tabla 3).
Como era de esperar, en los animales sanos se detectaron mayoritariamente cepas sin los factores de virulencia
estudiados. Sin embargo 8 aislamientos resultaron EPEC (portadores del gen eae). Este hecho podria explicarse
por la presencia de animales portadores de cepas patdégenas con curso asintomaético o subclinico que no mani-
festaban diarrea en el momento del muestreo.

Tabla 3: perfiles de virulencia de cepas de animales sanos (n=35).

eae 0103 afr2 liftA ral paa n® de aislamientos
- - - - - - 27 (100%)

- - + + + 4 (50%)
+ - + + + 3 (37,5%)
- - + - - 1(12,5%)

Las cepas no enteropatdgenas (no EPEC) de ambos grupos de animales, enfermos y sanos (n=39 y n=27) fue-
ron negativas para el resto de los factores de colonizacién investigados asi como para el serotipo O103.

Podemos concluir tras los resultados de este estudio que el gen eae es el mejor marcador genético utilizado
para definir la cepas de E. colivirulentas en conejo.
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Resumen

El diagnéstico de la enfermedad hemorragica del conejo se basa en la deteccién del virus (RHDV) en muestras post-
mortem, principalmente en higado. El objetivo de este estudio es poder realizar la deteccién de RHDV ante-mortem,
validando el uso de la gPCR y de las tarjetas FTA en muestras de contenido intestinal. Para ello se seleccionaron 9
conejos New Zealand White infectados experimentalmente con una cepa de RHDV2. A los 15 dias post-infeccién se
obtuvieron muestras de higado y del contenido intestinal de todos los animales, los cuales no presentaron ningin
signo clinico. Todas las muestras, tanto frescas como las inoculadas en las tarjetas FTA, se analizaron por RT-gPCR. Los
resultados entre las muestras frescas y las tarjetas FTA mostraron un 100% de concordancia. La positividad fue de un
100% para la muestra del higado y del 66,67% en las de contenido intestinal. Estos resultados refuerzan el hecho de
que el higado es la muestra diana para el diagndstico de la enfermedad y demuestran la viabilidad de usar muestras
de heces para realizar un diagndstico ante-mortem y no invasivo. Esta practica podria contribuir a definir la presion de
infeccién de una explotacion e, indirectamente, podria ayudar a valorar el riesgo de que animales no vacunados se
infecten. En conclusion, las muestras de heces podrian contribuir a mejorar el diagndstico y control de la enfermedad
hemorragica del conejo, sin embargo, son necesarios mas estudios para confirmar su uso y aplicacion real en granja.

Palabras clave: RHDV2, diagnéstico, heces, FTA, ante-mortem.

Abstract

The diagnosis of rabbit haemorrhagic disease is based on the detection of the virus (RHDV) in post-mortem
samples, mainly in the liver. The objective of this study was to carry out the detection of RHDV ante-mortem,
validating the use of gPCR and FTA cards in faecal samples. For this reason, 9 New Zealand White rabbits infec-
ted with a strain of RHDV2 were selected. At 15 days post-infection, none of the animals showed clinical signs
and samples of liver and intestinal contents were obtained from all the animals. All the samples, both fresh and
those inoculated on FTA cards, were analysed by RT-gPCR. There was 100% agreement between the results for
the fresh samples and the FTA cards. Positivity was 100% and 66.67% for the liver and faecal samples, respec-
tively. These results emphasise the fact that the liver is the major target for the ante-mortem diagnosis of this
disease and demonstrate the feasibility of using faecal samples for ante-mortem and non-invasive diagnosis on
a collective level. This methodology could contribute to defining the infection pressure of a farm and, indirectly,
it could help to assess the risk of unvaccinated animals becoming infected. In conclusion, faecal samples could
contribute to improving the diagnosis and control of rabbit haemorrhagic disease. However, more studies are
necessary to confirm its use and real application on the farm.

Keywords: RHDV2, diagnosis, faeces, FTA, ante-mortem

Introduccidn

El diagndstico de la enfermedad hemorrédgica del conejo se realiza principalmente a nivel post-mortem y se
basa en la deteccidon del virus (RHDV) en muestras obtenidas durante la necropsia del animal. El higado es el
organo diana para métodos de diagndstico directo, ya que es el principal sitio de replicacion del virus. Sin em-
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bargo, el RHDV se puede detectar también en bazo, pulmones, rifilones, médula dsea, corazén y timo (Lavazza
et al., 2021; Abrantes y Lopez, 2021). Teniendo en cuenta que actualmente circulan cepas de RHDV menos paté-
genas que no llegan a causar la muerte de los animales, crece la necesidad de poder realizar diagnéstico ante-
mortem de la enfermedad con muestras no invasivas. Una vez infectados, los animales excretan el virus a través
de secreciones nasales, suero, orina y heces (Lavazza et al., 2021; Abrantes y Lopez, 2021).

En caso de un brote de RHDV, las intervenciones veterinarias incluyen la vacunacién de emergencia de todos
los animales, el aislamiento de los lotes afectados y el establecimiento de medidas excepcionales de conten-
cion. Sin embargo, no incluyen la determinacién del momento en que el RHDV no esté siendo excretado por
ningun animal en la granja.

La tarjeta FTA (Flinders Technology Associates), es un papel de celulosa tratado quimicamente. Cuando la
muestra entra en contacto con ella, rehidrata los reactivos y estos actdan lisando las membranas celulares y los
orgénulos de los microorganismos presentes, incluyendo a los patdgenos. Los acidos nucleicos son liberados
e inmovilizados en el papel de manera estable, protegidos de la degradacién por periodos largos de tiempo
en condiciones de temperatura ambiente, baja humedad y protegidos de la luz ultravioleta. Por lo tanto, estas
tarjetas son un sistema alternativo de transporte de muestras bioldgicas que simplifica el envio de las muestras
al laboratorio garantizando la conservacién del material genético a temperatura ambiente.

El objetivo de este estudio es poder realizar la deteccién de RHDV ante-mortem a través de RT-gPCR, utilizan-
do tarjetas FTA en muestras del contenido intestinal.

Material y métodos

En una primera prueba de concepto para verificar la deteccion de RHDV mediante PCR en muestras de con-
tenido intestinal, se seleccionaron 9 conejos libres de patdgenos especificos de raza New Zealand White infec-
tados experimentalmente con una cepa de RHDV2. Ninguno de los animales presentd signos clinicos y fueron
sacrificados a los 15 dias post-infeccién. Durante la necropsia se recogieron individualmente muestras de higado
como control positivo del experimento, ya que estd descrito como érgano diana para diagndstico directo de
esta enfermedad. Por otro lado, se recogieron también de forma individual muestras del contenido intestinal de
todos los animales. Ambas muestras fueron fijadas en tarjetas FTA.

Todas las muestras de higado se dividieron en dos fragmentos. La cara interna de un fragmento de cada una de
las muestras se puso en contacto, mediante presién suave, con el drea de inoculacion de la FTA correspondien-
te, y se dejaron secar a temperatura ambiente un minimo de 3h. Con los fragmentos de las muestras restantes
se prepard una suspension al 10% p/v en PBS que se conservd en condiciones de refrigeracion (+4°C) hasta su
posterior anélisis.

En las muestras del contenido intestinal, también se realizd esta suspension al 10% p/v en PBS y se mantuvieron
1h a temperatura ambiente. Posteriormente, se realizé una homogenizacién (vortex) durante 20s de todas las
muestras. A continuacién, se inoculé un volumen de 250ul de cada muestra completamente homogeneizada en
las respectivas tarjetas FTA y se dejaron secar del mismo modo que con las muestras de higado. El contenido
restante se conservd a +4°C. Pasadas las 24h se realizé simultdneamente la extraccién del ARN y la RT-gPCR
de las muestras frescas (liquidas) y de las desecadas (fijadas en FTA), cada una mediante el protocolo corres-
pondiente. La extraccion del ARN se realizé a partir de 100pul (muestras frescas) y 1/6 parte del circulo inoculado
(desecadas en FTA) utilizando el kit de extraccidon RNeasy minikit (Qiagen, Alemania). Finalmente, todas las
muestras de ARN extraido se sometieron a amplificacién utilizando primers publicados (Duarte et al., 2015) con
el kit Quantitect probe RT-PCR Master mix, (Qiagen, Alemania) y los resultados fueron comparados entre ellos
en cuanto al valor CT (cycle threshold).

Resultados y discusion

En la tabla 1 se muestran los resultados de los 9 animales para cada tipo de muestras. Se observé un 100% de
concordancia entre los resultados obtenidos a partir de un mismo tipo de muestra, independientemente de si
la muestra es fresca o desecada en tarjeta FTA. La positividad fue del 100% para las muestras del higado y del
66,67% en la del contenido intestinal.
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Tabla 1. Resultados Ct (positivo Ct < 38,5) de la RT-gPCR de las muestras del contenido intestinal y higado,
incluyendo las inoculadas en las tarjetas FTA, de los 9 conejos. *Positividad del uso de cada tipo de muestra
(n de muestras positivas/total de muestras).

CONTENIDO INTESTINAL HIGADO
Muestras frescas (Ct) | Muestras desecadas | Muestras frescas (Ct) | Muestras desecadas
en FTA (Ct) en FTA (Ct)
Conejo 1 Negativo Negativo 33,4 34
Conejo 2 29 28,5 29,1 30
Conejo 3 34,9 34,1 31,2 32,1
Conejo 4 Negativo Negativo 28,2 29,3
Conejo 5 Negativo Negativo 30,1 30,3
Conejo 6 34 34,3 31,8 32
Conejo 7 335 34,5 26,6 29
Conejo 8 32,1 30,4 29.3 29,6
Conejo 9 33,5 31,6 27,8 28,5
Positividad* 66,67% 66,67% 100% 100%

Los resultados obtenidos demuestran una buena optimizacién de la metodologia FTA para la RT-gPCR de
RHDV2. Por lo que se puede considerar como una alternativa al uso de muestras frescas, tanto de higado como
del contenido intestinal.

Respecto a las muestras del contenido intestinal, la interpretacion de los resultados se puede realizar desde 2
puntos de vista: individual o colectivo. En el primer caso, una sensibilidad inferior al 70% nos sugiere que este
tipo de muestra no se deberia considerar para detectar RHDV2. Sin embargo, desde un punto de vista colectivo,
podria ayudarnos a definir en qué momento los animales que sobreviven a un brote de RHDV2 dejan de excretar
virus al ambiente. Por lo tanto, podria contribuir a definir la presidn de infeccidon de una explotacion vy, indirec-
tamente, podria ayudar a valorar el momento en el que el riesgo de que animales no vacunados se infecten es
bajo.

En conclusién, aungue los resultados de este estudio son prometedores y sugieren que desde un punto de

vista colectivo, las muestras de heces podrian contribuir a mejorar el diagndstico y control de la enfermedad
hemorragica del conejo, son necesarios més estudios para confirmar su uso y aplicacién real en granja.
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Resumen:

El presente trabajo estudié la evolucién de la temperatura corporal medida TIR de 20 conejos machos, tras la expo-
sicion a un estimulo de estrés agudo basado en un proceso rutinario de manejo como la extraccién espermatica. La
temperatura fue medida en el globo ocular y la nariz en 15 momentos por animal y region anatémica distribuidos en
90 minutos. La primera extraccién se realizd tras medir la temperatura basal en el minuto Oy la segunda extraccién
después del minuto 30. La duracién del experimento fue de 6 semanas. La temperatura basal en el globo oculary
nariz fue de 36,20 £ 0,15°Cy 32,85 + 0,30°C, respectivamente. Tras la primera extraccion, la temperatura experimentd
un incremento en el minuto 1 tanto en el globo ocular (36,49 + 0,15°C) como en la nariz (34,20 + 0,28°C); tras la segun-
da, el valor méximo se localizé en el minuto 35 (36,46 + 0,15°C) en el globo oculary 31 (34,95 + 0,27°C) en la nariz. En
ambos casos la estabilizacion se produjo en el minuto 50. En conclusién, la TIR mostrd ser un método adecuado para
valorar la evolucién térmica de la superficie corporal en animales expuestos a un estimulo de estrés agudo. Asimismo,
ambas regiones anatémicas fueron localizaciones propicias para realizar la valoracion.

Palabras clave: conejo, estrés, temperatura, termografia.

Abstract:

The present research learned the evolution of the body temperature measured by IRT of 20 male rabbits, after
exposure to an acute stress stimulus based on a routine management process such as sperm extraction. Tempe-
rature was measured in the eyeball and nose at 15 moments per animal and anatomical region distributed over
90 minutes. The first extraction was performed after measured basal temperature at minute 0 and the second
extraction was after minute 30. The experiment lasted 6 weeks. Basal temperature in the eyeball and nose was
36.20 = 0.15°C and 36.20 + 0.15°C, respectively. After the first extraction, the temperature increased at minute 1
both in the eyeball (36.49 + 0.15°C) and in the nose (34.20 + 0.28°C); after the second extraction, the maximum
value was at minute 35 (36.46 + 0.15°C) in the eyeball and 31 (34.95 + 0.27°C) in the nose. In both cases, stabi-
lization took place at minute 50. In conclusion, the IRT could be an adequate method to evaluate the thermal
evolution of the body surface in animals exposed to an acute stress stimulus. Likewise, both anatomical regions
were propitious locations to carry out the assessment.

Keywords: rabbit, stress, temperature, thermography.

Introduccidn

El avance cientifico-técnico en la produccion animal ha permitido ampliar el concepto de bienestar animal du-
rante las Gltimas décadas. Palumbo et al. (2020) definieron el estrés como cualquier situacion capaz de perturbar
la homeostasis fisioldgica o psicoldgica. Por su parte, Luthar et al. (2000) definieron la resiliencia como un proce-
so de desarrollo dindmico que abarca la capacidad de un individuo para adaptarse positivamente después de
una adversidad significativa. Sin embargo, esta aptitud no es similar en todos los animales (Broom, 2011) y una
respuesta inadecuada ante un estimulo estresante puede desembocar en el empeoramiento de las condiciones
de bienestar y, consecuentemente, en la disminucién del rendimiento productivo (Kowalska et al., 2011).
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La temperatura corporal es utilizada como un pardmetro de gran interés para valorar la respuesta al estrés en
un animal (Stewart et al., 2005). La termografia infrarroja (TIR) constituye un método no invasivo capaz de de-
tectar satisfactoriamente la temperatura de la superficie corporal (Ludwig et al., 2007; McCafferty, 2013). En el
conejo, la TIR ha sido utilizada para la medicidn de la temperatura corporal tras la exposicién a situaciones de
estrés agudo relacionadas con el manejo en gazapos de engorde (Jaén-Téllez et al., 2020) y en hembras (Agea
et al., 2022).

El objetivo del presente estudio ha consistido en analizar la variacidn de temperatura corporal en el conejo tras
un procedimiento rutinario de estrés agudo como la extraccidn espermética.

Material y métodos

Los procedimientos experimentales con animales han sido aprobados por la Direccidon General de Agricultura,
Ganaderia y Pesca de la Generalitat Valenciana con cédigo 2022/VSC/PEA/0226.

1. Desarrollo experimental

El estudio se desarrollé en la granja de la Escuela Politécnica Superior de Orihuela de la Universidad Miguel
Herndndez. Las instalaciones utilizadas fueron de ambiente controlado, fotoperiodo de 16:8 y alimentacién ad
libitum con un pienso comercial.

Se utilizaron un total de 20 machos pertenecientes a la 172 generacion de un experimento de seleccidn diver-
gente por variabilidad de tamafio de camada (Blasco et al., 2017). El rango de edad de los animales se encontrd
entre 4,5y 6 meses. El peso medio durante el desarrollo experimental fue de 3,09 Kg.

Se midié la emisividad de la temperatura corporal mediante la TIR en el globo ocular y la nariz. Las imégenes
fueron obtenidas mediante una camara termografica ®FLIR SC660 y se procesaron con el software ® Therma-
CAM Researcher Pro 2.10 para obtener el registro de temperatura (Figura 1). La cdmara fue calibrada segin la
temperatura, la humedad relativa, la emisividad y la distancia con respecto al sujeto.

La toma de datos se realizé durante 6 semanas y las mediciones se llevaron a cabo en 15 momentos distribui-
dos alo largo de 90 minutos (0, 1, 5, 10, 15, 20, 25, 30, 31, 35, 40, 50, 60, 70, 90 minutos) en cada regién anatémica.
Durante la toma de muestras los conejos fueron sujetados durante aproximadamente 1 minuto. La extraccién
espermaética se realizé en dos ocasiones: la primera tuvo lugar tras medir la temperatura basal en el minuto Oy
la segunda después del minuto 30.

Figura 1. Imagenes del globo ocular y nariz tomadas con la cdmara termogréafica ®FLIR SC660.

Punto 23.5

$FLIR | M SFLIR

Dist. = 0.7 Trefl=36.5 £ = 0.98 / Dist, = 0.7 Trefl=36.5 £ =0.98

47 SYMPOSIUM DE CUNICULTURA @ 143



BIENESTAR

2. Anilisis estadistico
El modelo utilizado para analizar la temperatura en el globo ocular y la nariz incluyé los efectos de linea con
dos niveles y de semana con seis niveles, junto con el animal como efecto aleatorio y su peso como covariable.

Se utilizé el programa Rabbit desarrollado por la Universidad Politécnica de Valencia.

Resultados y discusion

En el globo ocular (Figura 2), la temperatura basal fue de 36,20 + 0,15°C. Tras la primera y segunda extraccién
espermatica se observé un aumento brusco de temperatura, siendo la probabilidad (P) de que la diferencia entre
estos momentos menor de 0 de 0,99. En el minuto 1 la temperatura alcanzé los 36,49 + 0,15°C, correspondién-
dose con la temperatura maxima observada en esta regién anatémica. En el minuto 31 la temperatura alcanzé
los 36,31 + 0,15°C. Este efecto coincide con el aumento de temperatura corporal que tiene lugar por una mayor
presencia glébulos rojos en el torrente sanguineo debido a la accién indirecta de la liberacion de adrenalina y
noradrenalina (catecolaminas) por parte de la corteza suprarrenal, ante la presencia de un estimulo estresante
(Axelrod y Reisine, 1984; Cunningham, 1999).

En el caso de la segunda extraccion, el aumento de temperatura se sostuvo hasta el minuto 35 (36,46 + 0,15°C),
aunque no se observé una diferencia relevante con respecto al minuto 31 (P = 0,70). Este resultado concuerda
con el brusco incremento de la temperatura a los 5 minutos después de un estimulo estresante producido por
la monta, en las hembras de la linea seleccionada por homogeneidad en tamafo de camada encontrado por
Agea et al. (2022).

Entre el minuto 1y 5 (36,13 + 0,15°C) se produjo un descenso brusco de temperatura (P = 0,99). Este suceso
puede deberse a que las catecolaminas tienen una vida media en el torrente sanguineo de unos pocos minutos
(Peaston y Weinkove, 2004). Ademas, a partir del minuto se produce un aumento progresivo de corticoesterona
(Gascédn y Arribas, 1987) dando lugar a un descenso de la temperatura.

Finalmente, en el minuto 50 (36,20 = 0,14°C) se produjo un descenso (P = 0,91) hasta valores similares a los de
la temperatura basal. Mientras que tras la primera extraccién la estabilizacion frente al estimulo de estrés agudo
se produjo rapidamente, en la segunda se prolongd hasta los 20 minutos. Esta evolucién podria indicar que la
fase de estrés agudo tras un segundo estimulo estresante se prolonga cuando tiene lugar en un periodo de
tiempo reducido.

Figura 2. Evolucién de la temperatura del globo ocular. Las barras verticales indican el valor de la desviacién
estandar.
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En la nariz (Figura 3), la temperatura basal fue de 32,85 + 0,30°C. En consonancia con lo descrito anteriormente,
en el minuto 1 se produjo un aumento brusco de temperatura (34,20 + 0,28°C; P = 1). Sin embargo, en la pre-
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sente regidn anatomica se observé un nuevo ascenso relevante en el minuto 20 (34,86 + 0,29°C) con respecto
al minuto 1 (P = 0,98). En el minuto 30, al igual que en el globo ocular, tuvo lugar un marcado descenso de la
temperatura (34,17 £ 0,29°C, P = 0,98), para posteriormente volver a ascender en el minuto 31 (34,95 + 0,27; P =
0,99), tras haber realizado la segunda extraccion espermética. Por Ultimo, de forma similar a lo observado ante-
riormente, el descenso de la temperatura se localizd en el minuto 50 (34,43 + 0,28°C; P = 0,94).

Figura 3. Evolucién de la temperatura nasal. Las barras verticales indican el valor de la desviacion estandar.
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En términos generales se observa un patron similar al descrito en el globo ocular. Sin embargo, la menor
temperatura registrada, asi como la diferencia descrita en el primer periodo tras la primera extraccién, podria
deberse, tal y como sefalaron (Luzi et al., 2007), a la influencia que ejerce la temperatura ambiente sobre la TIR
en la region nasal.

En conclusién, tanto la TIR realizada sobre el globo ocular y la nariz se muestra como herramienta adecuada

para la valoracién de los cambios de temperatura promovidos por la exposicidn a un estimulo de estrés agudo.
Asimismo, ambas regiones anatémicas fueron localizaciones propicias para realizar la valoracion.

Agradecimientos:

Este estudio forma parte del programa AGROALNEXT y ha sido financiado por MCIN con fondos de la Unién
Europea NextGenerationEU (PRTR-C17.11) y por la Generalitat Valenciana.

Bibliografia

Agea I, Hadjadj I, Garcia ML, Argente MJ. 2002. Seleccién por variabilidad ambiental del tamario de camada. II: Emisividad
de la temperatura corporal. En: 46th Symposium de Cunicultura: Asociacién Espanola de Cunicultura. Barcelona, Espana,
pp.27-31.

Axelrod ], Reisine TD. 1984. Stress hormones: their interaction and regulation. Science 224(4648): 452-459.

Blasco A, Martinez-Alvaro M, Garcia ML, Ibdfez-Escriche N, Argente MJ. 2017. Selection for environmental variance of litter
size in rabbits. Genet Sel 49(1): 1-8.

Broom DM. 2011. Animal welfare: concepts, study methods and indicators. Revista Colombiana de Ciencias Pecuarias
24(3): 306-321.

Cunningham J. 1999. Fisiologia veterinaria. Interamericana, Ciudad de Mexico, Mexico.

47 SYMPOSIUM DE CUNICULTURA @ 145



BIENESTAR

Gascén FM, Arribas MTV. 1987. Efecto estresante de la maniupulacién en el conejo En: 12th Symposium de Cunicultura:
Asociacién Espanola de Cunicultura. Guadalajara, Espana, pp. 125-132.

Jaén-Téllez JA, Sanchez-Guerrero MJ, Lépez-Campos JI, Valera M, Gonzdlez-Redondo P. 2020. Acute stress assessment using
infrared thermography in fattening rabbits reacting to handling under winter and summer conditions. Spanish Journal of
Agricultural Research 18(2): e0502-e0502.

Kowalska D, Gugolek A, Bielanski P. 2011. Effect of stress on rabbit meat quality. Ann Anim Sci 11(3): 465-475.

Ludwig N, Gargano M, Luzi F, Carenzi C, Verga M. 2007. Technical note: applicability of infrared thermography as a non
invasive measurement of stress in rabbit. World Rabbit Sci 15(4): 199-206.

Luthar SS, Cicchetti D, Becker B. 2000. The construct of resilience: A critical evaluation and guidelines for future work. Child
Dev 71(3), 543-562.

Luzi F, Ludwig N, Monzani M, Gargano M, Ricci C, Redaelli V, Verga M. 2007 . Procedures for analyses of sequence of thermal
images in welfare study of rabbit. En: 4th. International Workshop on the Assessment of Animal Welfare at Farm and
Group Level (WAFL). Ghent, Bélgica, pp. 10-13.

McCafferty DJ. 2013. Applications of thermal imaging in avian science. Ibis, 155(1): 4-15.

Palumbo ML, Prochnik A, Wald MR, Genaro AM. 2020. Chronic stress and glucocorticoid receptor resistance in asthma. Clin
Ther 42(6): 993-1006.

Peaston RT, Weinkove C. 2004. Measurement of catecholamines and their metabolites. Ann Clin Biochem 471(1): 17-38.

Stewart M, Webster JR, Schaefer AL, Cook NJ, Scott SL. 2005. Infrared thermography as a non-invasive tool to study animal
welfare. Anim Welf 14(4): 319-325.

146 % 47 SYMPOSIUM DE CUNICULTURA



Enriquecimiento de jaulas de gazapos en cebo con rama de arbol: resultados productivos y de interacciéon humano-animal

Enriquecimiento de jaulas de gazapos
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Resumen

En este trabajo se evalué el efecto del enriquecimiento de jaulas, con una rama de arbol fijada a la pared late-
ral, sobre la mortalidad, la productividad y el comportamiento de gazapos de cebo. El estudio se realizé en una
granja comercial en dos épocas del afo, utilizando un total de 448 gazapos destetados a los 35 dias, alojados
en grupos mixtos de ocho animales companeros de camada desde la lactacion. No se observaron diferencias
significativas en la mortalidad, el peso vivo, el consumo de pienso ni en la eficiencia de conversion entre los dos
tipos de jaulas, aunque si se aprecié una menor ganancia de peso diario en el periodo 56 a 63 dias en las jaulas
enriquecidas en comparacion con las convencionales (37,1 g/d vs. 40,2 g/d, respectivamente). En la prueba de
aproximacién humana no se observé una mejora con la inclusién de la rama de arbol en las jaulas, aunque si con
el avance de la edad de los gazapos, ya que fue aumentando el porcentaje de animales dentro de la jaula que
se acercaban a la mano, siendo en promedio 51% a los 63 d y 35% a los 42 d. En verano, tanto los pardmetros
productivos como la prueba de comportamiento mostraron resultados mas desfavorables, que se asociaron a las
condiciones ambientales y sanitarias. Por otro lado, el sexo no afectd a los pardmetros productivos estudiados.
De modo general, los resultados de este trabajo no muestran un beneficio por incluir una rama de arbol en las
jaulas de cebo, si bien tampoco se detectaron efectos perjudiciales significativos. Se requiere de estudios a ma-
yor escala antes de recomendar la inclusién de material para roer en Espafia, principalmente ante escenarios fu-
turos donde la edad de sacrificio, el nimero de animales por grupo y el riesgo sanitario pudiesen incrementarse.

Palabras clave: bienestar animal, jaula enriquecida, comportamiento, roer, madera

Abstract

This study evaluated the effect of enriching cages with a tree branch attached to the side wall on mortality, pro-
ductivity and behaviour of fattening rabbits. The study was conducted on a commercial farm at two times of the
year, using a total of 448 rabbits weaned at 35 days of age, housed in mixed groups of eight littermates since lac-
tation. No significant differences were observed in mortality, liveweight, feed intake and feed conversion efficiency
between the two types of cages, although there was a lower daily weight gain in the period 56 to 63 days in the
enriched cages compared to the conventional ones (37.1 g/d vs. 40.2 g/d, respectively). In the human-approach
test, no improvement was observed with the inclusion of tree branch in the cages, although it was observed with the
advancement of the age of the fattening rabbits, since the percentage of animals inside the cage that approached
the hand increased, being on average 51% at 63 d and 35% at 42 d. In summer, both productive parameters and the
behavioural test showed more unfavourable results, which were associated with environmental and sanitary con-
ditions. On the other hand, sex did not affect the production parameters studied. Overall, the results of this work
do not show a benefit of including a tree branch in the fattening cages, although no significant detrimental effects
were detected. Larger scale studies are required before recommending the inclusion of gnawing material in Spain,
mainly in view of future scenarios where slaughter age, number of animals per group and health risk could increase.

Keywords: animal welfare, enriched cage, behavior, gnaw, wood
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Introduccidn

Roer es una actividad que se considera importante en el conejo. En el animal de compafiia se sugiere que pro-
veer material adecuado para roer disminuye el riesgo de patologias dentales (Palma-Medel et al., 2023). En bi-
bliografia relacionada con el conejo de granja no se sefiala esa “necesidad” aunque si se propone incluirlo para
evitar comportamientos indeseados, como estereotipias y agresiones, y para favorecer otros positivos (EFSA,
2020). Dado que el conejo silvestre realiza esta actividad se considera que el doméstico deberia tener oportuni-
dad de llevarla a cabo. Los animales muestran interés por el material para roer en las jaulas (Princz et al., 2008)
y ademas de roer, les permite olfatear, lamer, entretenerse, moverse y quizés saciar el hambre o necesidades
nutritivas, si bien se encuentran discrepancias entre distintos autores (EFSA, 2020). Recientemente, un estudio
mostrd que incluir un blogue de heno favorece la respuesta activa y positiva ante la exposicién a otros objetos y
ambientes novedosos, lo que implica una mejora del bienestar animal segin Birolo et al. (2022).

Por los motivos sefialados, en algunos paises se exige o se sugiere la inclusién de material para roer en granja.
Sin embargo, se deben considerar repercusiones en la sanidad y los pardmetros productivos en condiciones
comerciales (Lopez et al., 2021), ademas del coste y necesidad de mano de obra. El objetivo de este trabajo fue
evaluar el efecto del enriquecimiento de jaulas de cebo con una rama de arbol (laurel u olivo) sobre los paréa-
metros productivos y la interaccién humano-animal en una granja comercial espafola en dos épocas del afio.

Material y métodos

Se controlé el cebo de gazapos en verano de 2021 y en primavera de 2022 en la granja Campanales Balaguer
Agricola SL (Fabara, Zaragoza). Durante la temporada estival, se utilizaron 32 camadas, procedentes de dos ban-
das, una destetada el 28 de junio y la otra el 5 de julio. El seguimiento en primavera fue de 24 camadas de una
banda desde el 7 de marzo. Una vez destetados a los 35 d, ocho gazapos procedentes de la misma jaula-madre
se ubicaron juntos en una jaula de cebo (50 x 85 cm). El pesaje fue individual (N=448) tras identificacién con ro-
tulador en la oreja, mientras que el consumo de pienso se determiné por jaula (N=56), datos registrados una vez
por semana hasta los 63 d de edad. De manera alternada, la mitad de las jaulas disponian de un trozo de rama
de arbol sujeto en un lateral: de laurel en verano y de olivo en primavera. A partir de los 42 d de edad, antes de
pesar los gazapos, se abria con cuidado la jaula, se colocaba la mano durante 20 s y se contaban los animales
que se acercaban, permanecian indiferentes, se alejaban o agredian (test de aproximacién).

En cada época se utilizaron naves distintas, ambas con ventilacion e iluminacion natural. Los gazapos provenian
del cruce a tres vias con linea carnica parda (Granja Jordéan, Fabara, Zaragoza). La alimentacion programada con-
sistia en: 1) pienso de transicidn (21-35 d); 2) post-destete (35-49 d); y 3) de acabado (49 d-sacrificio). Sin embar-
go, por problemas digestivos, en verano el pienso post-destete se medicé con antibidtico y su administracion
se prolongé una semana.

Se evaluaron los efectos enriquecimiento y estacién sobre la mortalidad mediante chi-cuadrado. Se efectua-
ron, ademas, ANOVAs para cada semanay el periodo total para el consumo de pienso y el indice de conversion,
considerando el enriquecimiento, la estacidn y sus interacciones como efectos fijos. Para el peso vivo y la ganan-
cia de peso se afiadio un efecto principal adicional (el sexo de los gazapos). Con los datos del test de aproxima-
cidn se utilizd la prueba de Mann-Whitney para evaluar el efecto del enriquecimiento y la estacién, y las pruebas
de Friedman y de Wilcoxon para la edad. Los anélisis estadisticos se realizaron con SPSS 26.0.

Resultados y discusion

No se detectaron diferencias significativas (P=0,475) en el porcentaje de mortalidad hasta los 63 d en jaulas
con (8,5%) o sin rama (6,7%) en los 224 animales por tratamiento, cebados en época con baja mortalidad (pri-
mavera) y en verano, donde problemas digestivos provocaron una alta tasa de mortalidad (P<0,001, Tabla 1). En
otro estudio, la inclusion de material para roer en parques con 16 gazapos tampoco mostrd efecto en la salud y
mortalidad (n=144, Birolo et al., 2022). Sin embargo, evaluando un mayor nimero de animales (n=264) afectados
por enterocolitis, otro estudio detecté una mortalidad més elevada (20%) a partir de los 68 d asociado a un taco
de abeto de Douglas fijada en la pared de la jaula, comparado con jaulas con heno de forraje o sin material para
roer (13%) (Mirabito et al., 2000). La alta variabilidad de la mortalidad implica que para comprobar estadistica-
mente diferencias de menos del 5% se requieren mas animales que los utilizados en nuestro estudio (Gidenne
et al., 2020).
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Tabla 1. Variables productivas durante el cebo de gazapos alojados en jaulas convencionales (Conv) o
enriquecidas (Enrig) con rama de arbol

Variable Conv Enriq Verano Primavera Hembra Macho
Mortalidad (%) 6,7 8,5 12,1 x 1.6y

Peso vivo 35 d (g) 823 813 725y 911 x 816 820
Peso vivo 63 d (g) 1936 1922 1593y 2266 x 1918 1941
GMD! 39,94 39,64 31,19y 48,38 x 39,43 40,14
Consumo? 146,2 144,8 103,8y 187,2 x

IC? 3,64 3,61 3,36y 3,88 x

! Ganancia media diaria (g/gazapo/d). 2 Consumo de pienso (g/gazapo/dia).® Indice de conversién: kg de pienso / kg de peso vivo. x, y: medias
con diferentes letras indican diferencias significativas entre época del afo (P<0,05).

El enriquecimiento de la jaula no mostré un efecto significativo sobre el peso vivo en ninguna semana de
medicion ni sobre el crecimiento diario durante todo el periodo considerado (Tabla 1), aunque los animales
en jaulas con rama crecieron menos durante la cuarta semana (56-63 d, Figura 1): 37,1 g/d frente a 40,2 g/d en
jaulas convencionales (P=0,049). Por otro lado, no se encontraron diferencias estadisticamente significativas en
el consumo de pienso ni en la eficiencia de conversién (Tabla 1).

En el estudio de Birolo et al. (2022), por el contrario, la ganancia media diaria fue unos 2 g/d superior en el
periodo 31-52 d de edad, que implicd 55 g més peso vivo al sacrificio (73 d) en los parques enriquecidos, sin
observarse efecto en el consumo de pienso ni en la conversién alimentaria; mientras que Mirabito et al. (2000)
no encontraron efecto en la ganancia de peso ni en el consumo de pienso por el enriquecimiento de las jaulas.
El efecto sobre parametros productivos de la inclusion de material de roer depende de varios factores, como el
tipo de material, su localizacion, de si se cubren o no las necesidades nutritivas con el pienso (Lopez et al., 2021)
y, probablemente, de cémo repercute sobre otros aspectos de bienestar animal.

Figura 1. Ganancia media diaria durante el cebo de gazapos en jaulas con rama o no, en verano y primavera,
y en hembras y machos.
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En nuestro estudio, el efecto de la estacién del afio fue marcado en todas las variables productivas evaluadas
(Tabla 1), partiendo de un mayor peso en primavera los gazapos recién destetados y de que durante el cebo
crecieron mas, consumieron mas pienso y presentaron una peor eficiencia de conversién (P<0,001). La Figura 1
muestra codmo las diferencias en ganancia de peso entre las dos épocas disminuian a lo largo de las semanas en
cebo. El mayor calor en verano, los problemas sanitarios y el peso de los animales explican estos efectos. Tam-
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poco se encontrd efecto del sexo en ninguno de los parémetros estudiados. Todos estos resultados concuerdan
con estudios anteriores, como Feki et al. (1996).

En este trabajo se evalud también uno de los criterios del comportamiento animal, la relacién humano-animal,
que se puede considerar positiva si un animal se acerca y negativa si tiene miedo o agrede (EFSA, 2020). Una
mejor relacion disminuiria el estrés, facilitaria el manejo, evitaria lesiones y, quizés, problemas de calidad del
producto. No se detectaron diferencias significativas en el porcentaje de animales que se acercaban, alejaban o
permanecian indiferentes a la introduccidn de la mano en jaulas enriquecidas o convencionales (Figura 2). Birolo
et al. (2022) tampoco encontraron que la presencia de bloques de heno afectase al porcentaje de animales de
67 d que se acercaban a la mano de un sujeto desconocido.

A su vez, nuestro estudio muestra que el porcentaje de animales que se acercan a la mano aumenta con la edad
(P<0,001), si bien no se puede excluir el hecho de que los gazapos se hayan ido habituando al contacto humano
(Figura 2). Aunque el estudio difiere en el tipo de alojamiento y edades comparadas, nuestros resultados contra-
dicen los de Trocino et al. (2018), quienes encuentran que se acerca un menor porcentaje de animales de 77-84
respecto a 40 d de edad (27% vs. 44%, respectivamente). Los autores sugieren que a mayor edad podrian tener
una menor motivacién para la exploracién.

En verano, una mayor proporciéon de animales se alejaban (P<0,001), intentando huir y esconderse; mientras
que en primavera una mayor proporcién se mostraban indiferentes (P<0,001), permaneciendo constante el por-
centaje de los que se acercaban (P=0,728). Fetiveau et al. (2021) sugieren que ante un mayor nivel de estimulos
externos los animales se muestran mas miedosos. En nuestro trabajo, ademéas del posible mayor estrés de los
animales en verano debido a las temperaturas y patologia presente, se percibian méas estimulos externos, tanto
visuales como auditivos en comparacién con la nave de primavera, lo que pudo influir sobre los resultados en-
contrados. Por Ultimo, la huella en la piel de la rama indica un mayor uso de la rama de olivo en primavera en
comparacion a la de laurel en verano, que puede deberse a la diferente especie arbdrea o a un menor interés en
los animales mas estresados en verano. Estudios anteriores indican que el grosor de la rama o palo, la dureza,
especie arbdrea y ubicacion en la jaula, pueden implicar diferencias en el interés y la persistencia de ese interés
por parte de los animales (Lopez et al., 2021; Birolo et al., 2022).

Figura 2 Gazapos que se acercaban M, alejaban o eran indiferentes llll al humano (%), en jaulas convencio-
nales o enriquecidas con rama de arbol, en dos épocas del afio y diferente edad
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De acuerdo con los aspectos sanitarios, productivos, y de comportamiento valorados, no se muestran benefi-
cios ni perjuicios significativos por incluir una rama en las jaulas de cebo.
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Resumen

Se compard la aceptacidn de las caracteristicas organolépticas (escala heddnica de 1 a 9 puntos) y el orden de
preferencia (1° a 3° lugar) de salchichas frescas comerciales de carne de conejo, de cerdo y de pollo mediante
un panel no entrenado de 70 consumidores jévenes. La valoracién del olor y de la apariencia no difirié entre
tipos de salchichas. El color y la elasticidad de las salchichas de conejo y de pollo se valoraron al mismo nivel, y
mejor que las de cerdo. La jugosidad se valoré mejor en la salchicha de pollo, a continuacién en la de conejo y
en Ultimo lugar en la de cerdo. Los jévenes valoraron mejor la textura, el sabor y aceptacién global en la salchi-
cha de pollo que en la de cerdo, con la de conejo intermedia, sin diferencia por un lado con la de pollo y por
otro con la de cerdo. La textura, sabor, elasticidad, jugosidad y aceptacién global de las salchichas se valoraron
mejor por los hombres que por las mujeres. Las salchichas de pollo se prefirieron en primer lugar, con diferencia
sobre las de cerdo, quedando las de conejo en posicidn intermedia, sin diferencia con cada una de las otras. En
conclusién, las salchichas de conejo se valoran bien, al nivel de las de pollo y mejor que las de cerdo, teniendo
potencial para propiciar el consumo de esta carne en jovenes.

Palabras clave: conejo, carne, salchichas, productos transformados, consumidores.

Abstract

The acceptance of organoleptic characteristics (hedonic scale: 1 to 9 points) and order of preference (1 to
3trd position) of rabbit, pork and chicken fresh sausages was compared by means of an untrained panel of 70
young consumers. The evaluation of the smell and appearance by the panelists did not differ between types of
sausages. The color and elasticity of rabbit and chicken sausages were rated at the same level, and better than
those of pork. The juiciness was valued better in the chicken sausage, followed by the rabbit and lastly in the
pork sausages. Young people valued the texture, flavor and overall acceptance of chicken sausage better than
pork sausage, with rabbit sausage being intermediate with no difference on the one hand with the chicken sau-
sage and on the other with the pork sausage. The texture, flavor, elasticity, juiciness and the global acceptance
of the sausages were better valued by men than women. Chicken sausages were preferred in first place, with a
difference over pork, and rabbit sausages being in the middle position without difference with each of the others.
In conclusion, rabbit sausages were valued well, at the level of chicken and better than pork sausages, showing
potential to expand rabbit meat consumption in young people.

Keywords: rabbit, meat, sausage, processed products, consumers.

Introduccidn

El consumo de carne de conejo, tradicional de la dieta mediterrédnea, ha disminuido en Espafia en las Ultimas
décadas (Ministerio de Agricultura, Pesca y Alimentacion, 2021). A esta caida del consumo han contribuido,
entre otros factores, los cambios en el estilo de vida y en los habitos de consumo que propician que se dedi-
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que menos tiempo a cocinar platos tradicionales y elaborados en el hogar (Montero, 2015), los cambios en los
habitos laborales y en la estructura familiar (Ministerio de Agricultura, Pesca y Alimentacién, 2006) y la creciente
pérdida de contacto y menor apetencia por las caracteristicas organolépticas de una parte de los consumidores,
sobre todo jévenes, por la carne de conejo (Gonzélez-Redondo et al., 2010; Montero, 2015), concentrandose
su consumo prevalentemente entre los consumidores tradicionales de mayor edad (Escribé-Pérez et al., 2017).

Ante este panorama parte de las propuestas del sector transformador para retener y dirigir consumidores
hacia la carne de conejo consisten en comercializar presentaciones alternativas a la canal entera, como son los
despieces y los transformados como hamburguesas y salchichas (ASESCU, 1996; De Santos, 2019). Son presen-
taciones que facilitan el cocinado y algunas, como las hamburguesas y salchichas, resultan mas atractivas para
los consumidores de menor edad por estar familiarizados con su consumo cuando estan elaboradas con otras
carnes (Escriba-Pérez et al., 2019). Varias empresas espafiolas comercializan salchichas de carne de conejo y se
han publicado algunas investigaciones sobre su elaboracion, perfil nutricional, parédmetros fisico-quimicos y eva-
luacién sensorial (Ramirez, 2009; Hleap et al., 2014; Casillas-Pefiuelas et al., 2015; Honrado et al., 2022). Pero ape-
nas se ha investigado sobre la aceptacion de salchichas frescas de carne de conejo por consumidores jovenes
en comparacion con las elaboradas con otras carnes que son més habituales en el mercado. En este contexto, el
objetivo de esta investigacién es evaluar la aceptacién y la preferencia de salchichas frescas de carne de conejo
y compararlas con las elaboradas con carne de cerdo y con carne de pollo, mediante un panel de consumidores
jovenes. La hipdtesis principal es que los jovenes aceptaran bien las salchichas elaboradas con carne de conejo,
como se ha constatado ya con hamburguesas (Lacalle-Ruiz y Gonzélez-Redondo, 2021), porque esta forma de
presentacion elimina o enmascara algunas de caracteristicas por las que no consumen esta carne (contenido de
hueso, sabor al que no estéan acostumbrados, etc.).

Material y métodos

En noviembre de 2021 se realizd un panel de 70 consumidores no entrenados, compuesto por estudiantes de
grado, master y doctorado de la Escuela Técnica Superior de Ingenieria Agrondmica de la Universidad de Sevilla,
que participaron de forma voluntaria y con consentimiento informado. Se evaluaron salchichas frescas comercia-
les de carne de conejo, cerdo y pollo adquiridas en hipermercados. El valor nutricional y los ingredientes de las
salchichas se muestran en la Tabla 1.

Las salchichas se cocinaron en una plancha eléctrica utilizando sélo un poco de aceite de oliva virgen extra para
evitar que se adhiriesen. Las sesiones de cata se realizaron siguiendo las metodologias estandar para evalua-
ciones sensoriales con consumidores no entrenados (Pagliarini, 2002). Los catadores dispusieron de servilletas,
cubiertos, agua y picos. Se les presentd un plato con una muestra de unos 5 cm de longitud de cada una de
las tres salchichas, identificadas con nimeros aleatorios de tres digitos y con las muestras colocadas en orden
aleatorio para cada panelista. Fueron instruidos para catar y evaluar las salchichas de izquierda a derecha y co-
mer picos y beber agua entre cada dos salchichas distintas. Las salchichas se sirvieron calientes. En primer lugar,
para cada tipo de salchicha se solicitd puntuar el grado de aceptacion de los atributos organolépticos (olor,
color, apariencia, textura, sabor, elasticidad y jugosidad) y la aceptacion global utilizando una escala hedénica
de nueve puntos (de 1: me disgusta extremadamente, a 9: me gusta extremadamente). En segundo lugar, y con
las mismas muestras de la evaluacién anterior, se solicité clasificarlas por orden de preferencia (de 1: preferida
en primer lugar a 3: preferida en ultimo lugar).
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Tabla 1. Valor nutricional (por 100 g) e ingredientes de las salchichas frescas evaluadas (informacion de los
fabricantes).

Salchicha
Conejo Cerdo Pollo

Valor energético (kJ/kcal) 570/136 548/131 411/98

Grasas (g) 6,0 7,0 3,4

Grasas saturadas (g) 2,6 2,6 11

Hidratos de carbono (g) 6,0 1,1 1,6

Azlcares (g) 0,5 1.1 1,0

Proteinas (g) 14,4 16,6 15,2

Sal (g) 1,85 2,10 1,95
Carne de conejo (75%),  Carne de cerdo Carne de pollo (86%), agua, harina
agua, sal, especias na- (88%), agua, sal,  de arroz, sal, emulgente (mono-
turales, almidén, fibras  almidén de maiz, glicéridos y diglicéridos de acidos
vegetales, proteinas de  especias y aro- grasos), extractos naturales de fer-

Inaredientes guisante, dextrosa, con- mas. Embutido mentacidn, antioxidante: ascorbato

9 servador E-221 (sulfitos), de tripa natural ~ sédico, extractos de especias, fécula

antioxidante E- 300, de cordero. de patata, fibra vegetal, jarabe de
colorante E-120. glucosa de maiz, pimienta blanca,

azlcar, especias, y extractos vegeta-
les. Tripa nat.

Utilizando SPSS 15.0 (SPSS Inc., Chicago, EE.UU), se realizé un anélisis GLM de la valoracién de cada atributo
sensorial con los factores tipo de salchicha y sexo de los sujetos, analizindose ademas la interaccion entre am-
bos factores. Se realizd una prueba de Friedman para analizar el orden de preferencia de las salchichas. Ambos
andlisis fueron seguidos de pruebas post-hoc de comparaciones multiples de Tukey para identificar las diferen-
cias de valoracion de los atributos sensoriales y del orden de preferencia de las salchichas.

Resultados y discusion

Los jovenes panelistas que evaluaron las salchichas tenian 22,1+0,49 afos (media=ET), variando entre 18 y 45
anos. El 57,1% eran hombres y el 42,9% mujeres.

La Tabla 2 muestra la valoracién otorgada por los panelistas a los principales atributos sensoriales y a la acep-
tacion global de las salchichas de carne de conejo, cerdo y pollo.

Tabla 2. Valoracién de los atributos sensoriales de salchichas de carne de conejo, cerdo y pollo.

Atributo Salchicha (mediazerror tipico; n=70) P p b X P
Conejo Cerdo Pollo Salchicha Sexo Salchicha ™% © Sexo
Olor 6,730,181 | 6,900,172 | 7,16+0,140 0,150 0,446 0,380
Color 7,00£0,133b | 6,26+0,177a | 6,90+0,172b <0,001 0,066 0,098
Apariencia 7,00+0,155 | 6,710,184 | 7,10+0,162 0,180 0,349 0,375
Textura 6,76+0,171ab | 6,60+0,176a | 7,30+0,151b 0,005 0,017 0,349
Sabor 7,29+0,188ab | 7,00£0,195a | 7,74+0,133b 0,005 0,001 0,147
Elasticidad 6,83£0,183b | 6,10£0,195a | 7,200,172b <0,001 0,004 0,799
Jugosidad 716+0,170b | 6,31£0,209a | 7,93=0,134c <0,001 0,012 0,349
gﬁfg;ﬁdén 7,0£0,150ab | 6,79+0,165a | 7,67+0,142b <0,001 0,003 0,207

a-c: medias acompafiadas de letras diferentes son significativamente distintas (P<0,05). Valoracién en escala Likert: 1: me disgusta extremadamen-
te, 2: me disgusta mucho, 3: me disgusta moderadamente, 4: me disgusta levemente, 5: ni me gusta ni me disgusta, 6: me gusta levemente, 7: me
gusta moderadamente, 8: me gusta mucho, 9: me gusta extremadamente.
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No se observd interaccidn entre el tipo de salchicha y el sexo de los panelistas para ningun atributo sensorial
(P>0,05). La valoracién del olor y de la apariencia por los panelistas no difirié entre tipos de salchichas (P>0,05).
El colory la elasticidad de las salchichas de conejo y de pollo se valoraron al mismo nivel, y mejor que en las de
cerdo (P<0,001). La jugosidad se valoré mejor en la salchicha de pollo, a continuacién en la de conejo y en Ultimo
lugar en la de cerdo (P<0,001). Los jovenes valoraron mejor la textura, el sabor (P<0,01) y la aceptacién global
(P<0,001) en la salchicha de pollo que en la de cerdo, con la salchicha de conejo intermedia, sin diferencia por
un lado con la de pollo y por otro con la de cerdo.

Hubo influencia del sexo de los consumidores en la valoracién de cuatro atributos sensoriales y en la acepta-
cién global de las salchichas (Tabla 2), cuyo efecto se muestra en la Tabla 3. Los atributos sensoriales de textura,
sabor, elasticidad, jugosidad y la aceptacién global de las salchichas fueron mejor valorados por los hombres
que por las mujeres.

Tabla 3. Influencia del sexo en la valoracién de algunos atributos sensoriales de salchichas de carne
de conejo, cerdo y pollo (mediaxerror tipico; n=70).

Atributos
Sexo -2
Textura Sabor Elasticidad Jugosidad Ac;r:)tg:ion
Mujer 6,62+0,162 6,96+0,185 6,36+0,183 6,84+0,173 6,92+0,157
Hombre 7,08+0,116 7,63+0,106 6,98+0,131 7,35+0,139 7,440,104
Peoro 0,017 0,001 0,004 0,012 0,003

Valoracién en escala Likert: 1: me disgusta extremadamente, 2: me disgusta mucho, 3: me disgusta moderadamente, 4: me disgusta
levemente, 5: ni me gusta ni me disgusta, 6: me gusta levemente, 7: me gusta moderadamente, 8: me gusta mucho, 9: me gusta extre-
madamente.

La Tabla 4 muestra el orden de preferencia de las salchichas por los panelistas. Hubo diferencias entre los tres
tipos de salchichas (P<0,05) segun el orden de preferencia. Las salchichas de carne de pollo fueron preferidas
en primer lugar por los panelistas, con diferencia sobre las salchichas de carne de cerdo. Las salchichas de carne
de conejo quedaron en una posicidn intermedia entre las otras dos, sin diferencia por un lado con las de pollo
y por otro con las de cerdo.

Tabla 4. Prueba de Friedman de comparacién de preferencia de salchichas de carne de
conejo, cerdo y pollo (mediaxerror tipico; n=70).

Salchicha p
Conejo Cerdo Pollo
Preferencia* 2,04£0,0,96ab 2,21£0,097b 1,74+0,093a 0,019

*Puntuaciones de 1, 2y 3 para la preferencia en primer, segundo y tercer lugar, respectivamente. a,b: medias acompanadas de
letras diferentes son significativamente distintas (P<0,05).

Las pruebas de aceptacién y preferencia realizadas por los consumidores jovenes de este estudio reve-
laron que las salchichas frescas de carne de conejo son valoradas favorablemente, para varios atributos
sensoriales al mismo nivel que las de pollo, y mejor que las de cerdo. Esto demuestra que esta forma de
presentacién del producto, en la que la carne de conejo estd deshuesada, picada, mezclada con otros
ingredientes y homogeneizada para darle una forma, consistencia y aspecto tipicos de este elaborado
(Petracci y Cavani, 2013; Honrado et al., 2022) permite que sea atractiva al consumidor joven en la misma
medida que las salchichas de otras carnes blancas de consumo habitual y con las que estan familiarizados.
La dptima valoracion y aceptacién de las salchichas de conejo de este ensayo coincide con lo constatado
en estudios previos con salchichas de carne de conejo (Ramirez, 2009; Hleap et al., 2014), asi como con
hamburguesas elaboradas con esta carne (Lacalle-Ruiz y Gonzélez-Redondo, 2021). La presentacién como
salchicha tiene, ademas, algunas ventajas frente a otras presentaciones de la carne de conejo que pueden
contribuir a su buena aceptacién, como la ausencia de hueso o la estandarizacién del sabor (por la mez-
cla con otros ingredientes), soslayando asi algunas caracteristicas de esta carne por las que parte de los
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jévenes afirman no consumirla (sabor, contenido de hueso, etc.; Gonzélez-Redondo et al., 2010). Por otra
parte, que varios atributos sensoriales y la aceptacion global de las salchichas de conejo, pollo y cerdo se
valorasen mejor por los hombres que por las mujeres coincide con el patréon de menor aceptacion de las
carnes en general y de conejo en particular por mujeres, sobre todo jévenes (Gonzéalez-Redondo et al.,
2010). Sin embargo, en un panel de consumidores similar al del presente estudio en el que se compararon
hamburguesas de carne de conejo con las de cerdo, pollo y pavo no se encontré efecto del sexo (Lacalle-
Ruiz y Gonzélez-Redondo, 2021).

Desde hace afios se propugna la comercializacién de transformados de carne de conejo (ASESCU, 1996), como
las salchichas, como via para incrementar el consumo de esta carne, siendo varias las empresas que las tienen
en su cartera comercial. Sin embargo, su presencia en los puntos de venta es poco frecuente e irregular y su
precio es superior al de las salchichas elaboradas con otras carnes (Petracci y Cavani, 2013), lo que no facilitaria
la expansién de su consumo, que podria incrementarse con una adecuada promocidn que las diera a conocer.

En conclusién, las salchichas de conejo se valoran bien frente a las de pollo y mejor que las de cerdo, teniendo
potencial para propiciar el consumo de esta carne en jovenes.
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