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MEDIDAS

fL: fentolitros

g/dL: gramos por decilitro

Kg: kilogramo

mg/kg: miligramos por kilogramo
mg/dL: miligramos por decilitro
mg/L: miligramos por litro

mm?: milimetro cabico

pg: picogramos

ppb: partes por billon

UI/L: unidades internacionales por litro
ng/d: microgramo por decilitro
ul/L: microlitro por litro.

um: micra
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INTRODUCCION

1 INTRODUCCION

Espaia, segun la Politica Agricola Comun 2023-2027 en los sectores carnicos de
ovino y caprino, dispone sobre todo de superficies de pastos. Por un lado, la practica de
pastoreo extensivo tiene por finalidad mejorar la gestion y la sostenibilidad de los pastos,
evitando tanto el infra pastoreo como el sobrepastoreo. De esta manera, contribuye a la
adaptacion al cambio climatico y a su mitigacion, aumentando la capacidad de sumidero
de carbono del suelo y reduciendo la vulnerabilidad de los sistemas ganaderos a los
impactos del cambio climatico. La practica de pastoreo extensivo consiste en realizar
sobre las superficies elegibles, que seran tanto los pastos permanentes como los pastos
temporales, un pastoreo real y efectivo (entendido este como el aprovechamiento a
diente), durante un periodo minimo de 120 dias al afio y respetando unas cargas ganaderas
minimas y méaximas atendiendo al tipo de superficie, segln se trate de pastos himedos o

pastos mediterraneos (MAPA, 2023).

Por otro lado, la siega sostenible, consiste en respetar un periodo de no
aprovechamiento, (en los pastos de siega) de 60 dias durante los meses de junio, julio y
agosto y cumplir con una frecuencia de siega determinada dependiendo de la altitud en la
que se ubiquen los pastos. Ademds, siempre que sea posible, y las condiciones
agroclimaticas lo permitan, y particularmente en pastos ubicados en zonas Red Natura
2000 (miteco.gob.es), se realizara el henificado o cualquier otra practica alternativa al
ensilado con el fin de favorecer el mantenimiento de los habitats para invertebrados y

aves y la heterogeneidad del habitat en favor de una mayor biodiversidad (MAPA, 2023).

Una prolongada sequia esta afectando al sector agricola y ganadero en Espafia.
Desde el inicio del afo hidrologico el 1 de octubre de 2022 hasta la fecha, las
precipitaciones medias han estado un 27,5% por debajo de la media de este periodo. La
falta de precipitaciones y la escasez de agua en los embalses estan llevando a agricultores
y ganaderos a una situacion extremadamente "critica" que amenaza, de forma inminente,

con devastar los cultivos de muchas explotaciones agricolas de Andalucia, por lo que el
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sector exige soluciones y una profunda reflexiéon sobre el modelo productivo para la

obtencion de los alimentos que demanda la ganaderia.

Esta crisis ha tenido un impacto especialmente severo en los cultivos de cereales,
como la avena y el trigo, con consecuencias para el bienestar animal por la falta de
forrajes. Ante esta situacion, la inclusion del cultivo de tritordeum como alimento
alternativo puede ser una opcidn util para los ganaderos ante el cambio climatico y el
aumento de las temperaturas, al tratarse de un cereal con rendimientos similares al trigo,
pero con alta resistencia a la sequia y estrés por altas temperaturas (Villegas et al., 2010).
En particular, es un cultivo robusto con buena resistencia a enfermedades (Fusarium
culmorum 'y Septoria nodorum) y bajos requerimientos de agua y fertilizantes (Rubiales
et al., 1996). Estas caracteristicas lo hacen adecuado para su uso en sistemas de

produccion sostenibles y de bajo impacto ambiental (Requena et al.,2016).

El tritordeum hexaploide es el anfiploide fértil (2n=6x=42, AABBH chH ch ) entre
la cebada silvestre (Hordeum chilense) y el trigo duro (Triticum turgidum). Esta nueva
especie, resultante de la sintesis de cientos de anfiloides diferentes, tiene una amplia
variabilidad genética disponible para su reproduccion (Martin et al.,1999). Las
propiedades de Tritordeum estdn determinadas en gran medida por el genoma de H.

chilense (Avila et al., 2021).

Fig. 1 Tritordeum. Fuente: Agrasys S.L.

El cereal con genotipo DDRR (triticale tetraploide) fue producido mediante la
técnica de hibridacion inter-especifica entre las especies de Aegilops tauschii (un ancestro

del trigo y donador del genoma DD) y Secale cereale (centeno y donador del genoma
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RR). Es un cereal de elevada produccion de biomasa, convirtiéndola en un forraje
potencial y alternativo al Lolium multiflorum (raigrés) en las explotaciones de rumiantes

(Cabrera et al., 1996).

La nutricion animal abarca el proceso mediante el cual los componentes quimicos
(nitrogeno, carbono y minerales) presentes en los forrajes y granos se transforman en
leche, lana y musculo (carne) por la intervencion del aparato digestivo que participa en la
digestion, absorcion y asimilacion. La cantidad y la calidad del alimento disponible y el
estado fisioldgico del animal colaboran en la eficacia de los procesos digestivos citados

(Veray Vega, 1985).

Un requisito fundamental para el bienestar de los animales radica en la nutricién
(FAWC, 1993; Kyriazakis y Savory, 1997; Prache et al., 2021). Es normal que surja la
dudas de cual es una nutricion apropiada que garantice el bienestar. En la ganaderia
intensiva se usan alimentos formulados considerandose que se alcanza la nutricion
adecuada cuando se satisfacen las necesidades nutricionales del promedio de los animales
que componen el rebafio (Villalba et al., 2009). No obstante, el ganado ovino de la misma
raza, edad y sexo varia en sus preferencias alimentarias, sus necesidades de nutrientes y
su tolerancia a los excesos de nutrientes en sus dietas (Provenza et al., 2003). Dado que
la nutricion durante la gestacion es, de todos los factores ambientales, el mas importante
cuantitativamente en la relacion ambiente-gen (Vaquero, 2008; Castillo, 2015) y debido
a que el periodo fetal se caracteriza por ser un momento en el que el nuevo individuo
posee una enorme plasticidad y capacidad para responder al estilo de vida y al entorno
materno (Chango y Pogribny, 2015), la nutricion materna juega un papel clave en esta
etapa ya que induce metilacion permanente del ADN (Zheng, et al., 2014). Los
componentes de la dieta pueden afectar la funcion y expresion de los genes en el utero y
durante las primeras etapas de la vida. Esto se consigue gracias a la modulacion de
mecanismos epigenéticos mediados por el metabolismo del &4cido foélico en el
metabolismo de los carbohidratos o por procesos de transmetilaciéon que afectan la
metilacion del ADN; la metilacion de histonas o los microARN no codificantes (Chango
y Pogribny, 2015). Por todo lo mencionado anteriormente, es natural preguntarse qué
constituye una dieta adecuada para garantizar el bienestar del ganado ovino, sobre todo

durante el periodo de gestacion.

Los ovinos son rumiantes, exclusivamente herbivoros, que se caracterizan por

tener un sistema digestivo altamente especializado y desarrollado con la capacidad de
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digerir el alimento de forma mas exhaustiva que otras especies. Como rumiantes que son
su estdbmago estd formado por cuatro compartimentos (rumen, reticulo, omaso y
abomaso). Presentan peculiaridades anatomicas y fisioldgicas en la porcion anterior de su
tubo digestivo, ya que la degradaciéon de los alimentos desde el abomaso tiene

caracteristicas comunes con las especies monogastricas (Reece, 2015).

La digestion de la fibra (carbohidratos como la celulosa y hemicelulosa) es llevada
a cabo por microorganismos (levaduras, arqueas, bacteria, hongos y protozoos) que viven
en el rumen y en el reticulo. Cuando los rumiantes consumen forrajes, toman bocados
bastante grandes y tragan el material con un minimo de masticacion. Los principales
factores que afectan la sintesis de proteina microbiana son la disponibilidad de los

carbohidratos, la proteina degradable, la grasa, y el pH ruminal (Kheirandish et al., 2022).

Elrumen y el reticulo que tienen la capacidad de descomponer la celulosa presente
en los forrajes en material vegetal que el animal puede digerir, permitiéndole acceder a la
energia contenida en los vegetales fibrosos. Consecuentemente, una norma esencial en la
alimentacion de los rumiantes radica en nutrir a los microorganismos presentes en el
rumen para, de esa forma, alimentar al animal en si (Garcia et al., 2017). Por lo tanto, es
esencial ser muy cauteloso al seleccionar el tipo de alimento para los rumiantes de forma
que no se altere el ambiente ruminal y las condiciones de la microbiota sean éptimas con

el fin de que no se produzcan una disbiosis ruminal (Brown et al., 2012).

Actualmente el bienestar animal es un tema que preocupa a la sociedad. El
bienestar de los animales esta supeditado al esmero que se ponga para valorar, optimizar
y respetar las condiciones en las que viven los animales (Broom, 2011). Los indicadores
de bienestar animal pueden clasificarse en tres categorias: (i) indicadores evaluados
mediante la observacion o el examen de los animales (basados en los animales); (i)
indicadores que evaltian las disposiciones relacionadas con los animales, como el
alojamiento y el pastoreo (basados en los recursos); o (iii) indicadores relacionados con
las politicas y las practicas de gestion de los ganaderos (basados en la gestion) (Capdeville

y Veissier, 2001).

Los indicadores del bienestar de los ovinos basados en los animales que se
seleccionen para una evaluacion del bienestar deben ser validos (pertinentes para el
bienestar de los ovinos), fiables (producir resultados coherentes cuando se realicen en
diferentes momentos o por diferentes evaluadores) y viables (eficientes en términos de

tiempo, personal y materiales); sin embargo, no se deben olvidar indicadores fisioldgicos.
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Estos son elementos imprescindibles que contribuyen a originar una respuesta, tanto
positiva como negativa, a nivel del funcionamiento de 6rganos y sistemas en un ser vivo,
proporcionado mucha informaciéon sobre el bienestar de los animales (Damian y

Ungerfeld, 2013).

Los indicadores fisiologicos que se utilizan con mas frecuencia son aquellos que
miden la actividad del eje hipotalamo-hipéfisis-glandula adrenal, porque la respuesta de
estrés involucra la activacion de este eje que, a su vez, resulta en una secrecion
incrementada de glucocorticoides (cortisol) (Mormede et al., 2011). La concentracion de
cortisol, corticosterona o de sus metabolitos se utiliza para medir la respuesta de estrés y,
por lo tanto, para evaluar el bienestar animal. Asimismo, se debe evaluar los pardmetros
hematologicos (recuento de globulos rojos (GR), hematocrito (Hto), hemoglobina (Hb),
leucocitarios (leucocitos, neutréfilos, linfocitos, relacion neutrofilos/linfocitos)
metabolicos (glucosa, albiiminas, proteinas plasmaticas totales (PPT), lactato
deshidrogenasa (LDH), creatin fosofoquinasa (CPK), aspartato amino transferasa (AST),
fosfatas alcalina (FAL), glutamato deshidrigenasa (GDH), inmunolégicos (IgA e IgG)
(Cunningham, 2020).

Por todo lo expuesto, la situacion actual ha contribuido a centrar esta investigacion
en la eleccion de nuevos cereales (tritordeum vy triticale tetraploide [DDRR]), resistentes
a la sequia, para nutrir al ganado ovino que son mas seguros desde el punto de vista
medioambiental y de la salud que otros cereales usados tradicionalmente y evaluar su
efecto sobre el bienestar animal. Ademas, la creciente demanda de alimentos mas
saludables, incluidos los derivados de cereales integrales, ha promovido la investigacion
sobre caracteristicas del tritordeum relacionadas con la salud humana (Alvarez et al.,
1992; Martin et al., 1999; Salcedo et al., 2014; Rey et al., 2015; Vaquero et al., 2018;
Sanchez-Leon et al., 2020; Zdaniewicz et al., 2020; Nocente et al., 2021; Shewry et al.,
2023). Sin embargo, se ha detectado que existe poca bibliografia dedicada al uso de
tritordeum en alimentacion animal y el efecto y repercusiones en el bienestar animal
(Requena et al., 2016; Requena et al., 2017; Requena et al., 2019; Agiiera et al., 2023).
Siel tritordeum se incorpora bien a la alimentacion humana ;por qué no incluirlo en la
alimentacion animal para potenciar sus propiedades y su efecto en el bienestar animal

asegurando el éxito productivo del rebano?.

TESIS DOCTORAL. LUCIA REQUENA DOMENECH 13



14



OBJETIVOS E HIPOTESIS

2 OBJETIVOS E HIPOTESIS

2.1 OBJETIVO GENERAL

Estudiar el efecto de la alimentacion a base de nuevos cereales (tritordeum y

DDRR) frente a cereales tradicionales en el ganado ovino.

2.2 OBIJETIVOS ESPECIFICOS

2.2.1 Ensayo I
Comparar dos dietas diferentes (pradera de tritordeum frente a pradera de avena)
para ovejas prefiadas en pastoreo con el fin de determinar si hay algin efecto sobre los

indicadores fisiologicos objetivos del bienestar animal.

2.2.2 Ensayo 2
Valorar el posible dafio orgénico que se produce en ganado ovino al alimentarlo

con el nuevo forraje ensilado (DDRR) frente al ensilado a base de maiz.

2.3 HIPOTESIS
2.3.1 Hipotesis ensayo 1

Si el tritordeum se considera un nuevo cereal con ventajas nutricionales para la
especie humana como son su digestibilidad, altos niveles de luteina, gran cantidad de
fibra, poder antioxidante, fructanos que ayudan a la microbiota intestinal y riqueza en
proteinas, minerales y compuestos fendlicos. Si se introduce en la nutricion del ganado

ovino favorecera el bienestar animal asegurando el éxito productivo de esta especie.

2.3.2 Hipotesis ensayo 2

Si el cereal con genotipo DDRR (triticale tetraploide) se usa para ensilado con alto
valor nutritivo en ganado vacuno lechero, ademas no provoca problemas derivados del
contenido en micotoxinas como puede darse con el de maiz. Por tanto, haciendo un
estudio controlado en ovino podemos determinar si esta especie sufre alteraciones

organicas como consecuencia de estos tipos de ensilado (maiz y DDRR) y sus posibles

TESIS DOCTORAL. LUCIA REQUENA DOMENECH 15



influencias, tanto negativa como positiva, sobre el bienestar animal y sus parametros

zootécnicos.
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3 ESTADO DEL ARTE

3.1 NUEVOS CERELARES

El tritordeum es un nuevo cereal desarrollado por un equipo de investigadores del
Instituto de Agricultura Sostenible del Consejo Superior de Investigaciones Cientificas
(CSIC) de Cordoba mediante técnicas tradicionales de mejora sin utilizar tecnologia
transgénica. Agrasys S.L. es una spin-off del CSIC que adquiri6 los derechos exclusivos
de este cereal y es la responsable de la concesion de licencias comerciales a nivel mundial.
Se ha obtenido por el cruce natural de diversas variedades de “triticum” (trigo) y

“hordeum” (Cebada silvestre recolectada en Chile) sin incluir una modificacion genética.

A nivel agrondmico, el tritordeum destaca por ser un cereal con rendimientos
similares al trigo, con una alta resistencia a la sequia y al estrés por altas temperaturas y
bajo impacto medioambiental. Es un cultivo robusto que necesita poca agua y pocos
fertilizantes, caracteristica que lo hacen apto para su uso en sistemas de produccion

sostenible y con bajo impacto medioambiental (Maldonado et al., 1996).

Con respecto al trigo, el tritordeum tiene los siguientes beneficios saludables:
menor cantidad de proteinas indigestibles del gluten (gliadinas), diez veces mas luteina
(antioxidante y protector de luz UV), mayor contenido de acido oleico acido graso
monoinsaturado tipico de la dieta mediterranea que reduce el riesgo de sufrir
enfermedades cardiovasculares, y es rico en fibra dietética y fructanos, unos
carbohidratos de accidon prebidtica que contribuyen a mantener la flora bacteriana
intestinal. El triordeum representa el primer cereal hibrido con sello espafiol que ha
llegado a la alimentacion humana y el segundo creado por el hombre. El primero fue el
triticale (trigo x centeno) que no ha conseguido llegar al mercado porque no tiene la

calidad necesaria para elaborar productos alimenticios (Alvarez et al., 1992).

El cereal con genotipo DDRR (triticale tetraploide) fue producido mediante la
técnica de hibridacion inter-especifica entre las especies de Aegilops tauschii (un ancestro
del trigo y donador del genoma DD) y Secale cereale (centeno y donador del genoma

RR) (Cabrera et al., 1996). Es un cereal de elevada producciéon de biomasa,
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convirtiéndolo en un forraje potencial y alternativo al Lolium multiflorum (raigréas) en las
explotaciones de bovino de carne y leche. Salcedo y colaboradores (2014) concluyeron

que serian interesantes los estudios in situ para determinar su valor nutritivo.

Las caracteristicas mas relevantes del DDRR son las de crecimiento inicial en
roseta y elevado ahijado, floracion tardia, tallos fuertes y altos, hojas muy largas y
estrechas, espigas muy largas (25-30 cm) con una densidad de espiguillas baja, elevada
produccion de espigas, raquis entero y gluma semitenaz. El grano es alargado de tamafio
medio-pequeio con fertilidad y rendimientos de grano bajos, insensibilidad a las
enfermedades mas comunes de los trigos (royas y oidio) y tasa de senescencia de las hoja

muy baja (Ballesteros et al., 2007).

La eleccion de este tipo de cereales se debe a que presentan una buena produccion
de biomasa y buena respuesta al corte y rebrote o produccion de grano seglin corresponda,
siendo mas eficientes para alimentacién animal y produccion de alimentos mas seguros

para el ganado (Salcedo et al., 2014).

3.2 MICOTOXINAS

Las micotoxinas son metabolitos secundarios toxicos de bajo peso molecular,
producidas por varias especies de hongos filamentosos en sustratos donde estos se estén
desarrollando en condiciones adecuadas de temperatura y humedad (Efsa, 2012). Son
consideradas como uno de los contaminantes naturales primordiales en los alimentos por
su alta incidencia tanto en productos de origen vegetal (cereales) como en producto
lacteos y carnicos (Efsa, 2012; Rasff, 2012). La contaminaciéon por micotoxinas es un
problema, por tanto, en alimentos de origen vegetal, principalmente en cereales y frutos
secos, pero también en alimentos de origen animal, cuando el animal ha sido alimentado

con piensos contaminados (AESAN, 2021).

El cambio climdtico, problema emergente global, implica el incremento de los
niveles de CO; y otros gases de efecto invernadero en la atmosfera y, como consecuencia,
afecta a las condiciones meteorologicas con cambios en los patrones de precipitacion,
sequias y tormenta. Camardo Liggeri et al. (2019) describieron que la influencia del
cambio climatico sobre la naturaleza y, por tanto, sobre los sistemas agricolas afecta a la
inocuidad de los alimentos e influye en la seguridad de la cadena alimentaria (Cotty y

Jaime, 2007; Camardo Leggieri et al., 2019). Las condiciones meteorologicas extremas,
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los aumentos de temperatura, la variacion en la distribucion e intensidad de las lluvias y
la elevacion de los niveles de CO; afectan a las especies de hongos dominantes de
diferentes formas, dependiendo de sus necesidades ecoldgicas (Camardo Leggieri et al.,

2019).

La relacion que existe entre el crecimiento de la planta y las enfermedades
fungicas asociadas y poblaciones de plagas se estd modificando porque los cambios
ambientales provocan el desequilibrio de la relacion patdégeno/plaga, planta y medio
ambiente, influyendo también en otros factores como son la distribucion geografica de
los insectos y su ciclo de vida (Grulke, 2011). Todo esto estd llevando a que los
investigadores estudien en profundidad la genética y la biologia de los hongos toxigénicos

(Moretti et al., 2019).

La aparicion de micotoxinas en cereales y forrajes se debe fundamentalmente a la
proliferaciéon de hongos en dichos productos. La aplicaciéon adecuada de técnicas de
cultivo, recoleccion y almacenamiento, aunque no contribuya por completo a eliminar la
presencia de micotoxinas en el alimento, si puede reducir su presencia. La mayoria de las
micotoxinas son quimicamente estables, por lo tanto, tienden a permanecer durante el
almacenamiento y el procesado de los producto (Jard ef al., 2011). Este hecho hace aiin
mas importante el que haga hincapié en que se eviten las condiciones que favorecen la
formacion de micotoxinas. Esto es dificil de conseguir cuando se trata de cultivos
sometidos a determinadas condiciones meteoroldgicas. Una vez que los cereales han sido
cosechados, se debe prevenir el desarrollo de mohos y la formaciéon de micotoxinas
durante el almacenamiento y transporte, aunque a veces esto no sea posible conseguirlo

en la practica (Salvacion et al., 2015).

Existen dos tipos de hongos: género Fusarium, aparece durante el cultivo de la
planta, y género Aspergillus, que aparece durante la conservacion de cereales y forrajes.
En ambos casos, las condiciones de almacenamiento del cultivo o forraje y el manejo que
se realiza puede afectar al desarrollo del hongo, y por tanto, de micotoxinas, en mayor o

menor medida (Berthiller ef al., 2013).
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Fig. 2 Detalle de los hongos Aspergillus y Fusarium. Fuente: https://www.adisseo.com

Como se ha comentado, la contaminacién por micotoxinas puede ocurrir no solo
en la fase agricola, sino también durante el almacenamiento o procesamiento de los
alimentos. Esto representa un problema en la salud humana y animal debido a la alta
toxicidad que poseen. Ademas, hay que afadirle que son moléculas muy estables a los
procesos industriales a los que se someten los alimentos (Kabak, 2009; Efsa, 2012; Rasff,

2012).

La micotoxicosis en los rumiantes puede manifestarse por una variedad de signos
y problemas subclinicos dificiles de identificar de forma especifica. Estos varian desde
alteracion de la ingesta de alimento y la funcidon ruminal hasta insuficiencia reproductiva,
respuestas inmunologicas deficientes, alteracion de la piel, disminucion de rendimiento
lechero y problemas relacionados con el intestino (por ejemplo, diarrea, dafio al epitelio,
hemorragia, etc.). Muchas micotoxinas pueden causar dafio en el higado, limitando la
capacidad del animal para dividir los nutrientes de manera efectiva para satisfacer las
necesidades fisiologicas y reduciendo la conversién de la materia prima en proteina
animal. Ademas, si compromete a la inmunidad puede conducir a mas infecciones de la
ubre, mayor nimero de células somaticas/recuento y mastitis, conduciendo a una pérdida
de leche vendible del animal (Alonso ef al., 2002) y también disminuye la fertilidad
(Adeyeye, 2016).

Al ganado ovino les afecta principalmente la aflatoxina B1 (AFB1) que impacta a
todos los organos pero especialmente al higado. Los rumiantes, en general, y los ovinos,

en particular, son muy resistentes a las Ocratoxinas (géneros Aspergillus y Penicillium)
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ya que son hidrolizadas por el liquido ruminal y la flora intestinal a ocratoxina A, un
metabolito no téxico (Marquardt y Frohlich, 1992). Sin embargo, si ingieren mas de
2mg/kg de pienso con ocratoxina A se puede encontrar restos de ésta en heces, orina o en
el suero (Hohler et al,, 1999). La zearalenona produce hiperestrogenismo por su alta
afinidad a los receptores de los estrogenos, lo que potencialmente interfiere con la funcion
endocrina y conduce a una baja fertilidad y desarrollo mamario, particularmente en
animales jovenes, edematizacion e hiperemia de los genitales, abortos y prolapsos de

vagina y recto (Upadahaya et al., 2010).

Fig. 3 AFB1 en mazorca de maiz. Fuente: https://www.mipromaalimentacion.es

Las micotoxinas detectadas en alimentacion se relacionan en la tabla 1.

Tabla 1 Micotoxinas identificadas en diferentes cereales. Fuente: Salazar, 2008.

MICOTOXINA HONGO GRANO
Aflatoxina Aspergillus Maiz
Ocratoxina Asppritins Maiz, trigo y arroz

Penicillum ’
Deoxinivalenol (DON) Fusarium Maiz, trigo y arroz
Zearalenona (F-11) Fusarium Maiz y trigo
Fumonisina Fusarium Maiz

Los efectos toxicos de las micotoxinas varian de acuerdo con los siguientes
factores: especie y raza de los animales afectados; tipo(s) de micotoxina(s), dosis y tiempo

de ingestion; estado nutricional y sanitario de los animales; infecciones concomitantes;
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condiciones medioambientales (temperatura, humedad, ventilaciéon, manejo);
tratamientos farmacologicos, presencia de otras toxinas y efectos aditivos, sinérgicos o

antagonicos entre las toxinas (Girlat et al., 1989).

El consumo de alimentos contaminados por micotoxinas esta relacionado con la
aparicion de enfermedades agudas y cronicas tanto en animales como personas (Soriano
del Castillo, 2007). A continuacion se relacionan los efectos que pueden ocasionar en los

distintos 6rganos:

Higado: producen degeneracion grasa hemorragia y necrosis del parénquima
hepatico. En algunos casos se provoca un tamafio anormal del hepatocito y su nucleo
(megalocitosis: pérdida de la relaciéon tamafo del citoplasma-tamafio del nucleo).
Algunas micotoxinas pueden originar hiperplasia de los conductos biliares e incluso
hepatoma. En las toxicosis agudas hay ictericia, anemia hemolitica, elevacion de los
niveles plasmaticos de las enzimas hepaticas y fotosensibilizacion secundaria. En las
toxicosis cronicas se presenta hipoproteinemia, hipoprotrombinemia, fibrosis hepatica y
cirrosis. En raras ocasiones puede haber una fotosensibilizacion secundaria (Jelinek ez al.,

1989).

Rifiéon: el acido oxalico y otros agentes nefrotoxicos pueden ser producto de
Aspergillus 'y Penicillium. Producen dafios tubulares y ocasionan signos y lesiones

caracteristicas de nefrosis toxica tubular (Berry, 1988).

La médula 6sea, eritrocitos v endotelio vascular también sufren cambios. Entre

los signos clinicos descritos se incluyen hemorragias difusas, hematomas, debilitamiento,

anemia, leucopenia y aumento de la susceptibilidad a las infecciones (Adeyeye, 2016).

Sistema inmunitario: hay aflatoxinas y rubratoxinas que disminuyen la eficacia

del sistema inmunitario, produciendo asi gran susceptibilidad a las enfermedades

infecciosas (Jelinek et al., 1989).

El curso de la enfermedad y el tipo de lesiones puede estar relacionado con el tipo
de micotoxicosis y la predisposicion a la misma que presente cada animal. Los efectos
toxicos con bajos niveles de contaminacion puede tardar varias semanas en aparecer. Por
todo esto, es importante hacer un analisis detallado y meticuloso de los alimentos
sospechosos. La muestra que se tome para analizarla debe de ser representativa ya que se

puede dar el caso de que solo una parte del alimento esté contaminado (Berry, 1989).
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El calor en exceso, cambios quimicos (acidez) y la luz solar son los elementos que
pueden alterar la estructura y actividad de los hongos mencionados. El diagnostico de las
micotoxicosis es complejo porque los signos y lesiones son inespecificos, por ello, el
laboratorio, al que se envien las muestras a analizar, necesita informacion relativa a la
calidad de las materias primas y de los alimentos; informacion de los tratamientos
preventivos y de control en los ingredientes, en las materias primas y en los animales

afectados, e informacion sobre la respuesta a las terapias en los animales afectados

(Valladares, 2007).

La presencia de hongos en el alimento no necesariamente indica presencia de
micotoxinas, ya que la produccion de éstas depende de la temperatura, humedad, tipo de
substrato, cantidad de alimento contaminado, etc. Algunos componentes naturales de
alimentos y forrajes pueden producir falsos resultados positivos en el analisis quimico del
laboratorio. Hay que tener en cuenta que las mezclas alimenticias (raciones, pellet) son

complejas y dificultan el analisis (Trombete ef al., 2013).

Un método quimico muy empleado para la deteccion de micotoxinas es la
cromatografia en capa fina. Para llevar a cabo esta prueba primero se debe realizar una
extraccion quimica del alimento problema. Para la mayoria de las toxinas se debe
observar la cromatografia en capa fina con luz ultravioleta, las cuales reflejan distintas
fluorescencia segiin cual micotoxina se trate. Posteriormente sobre la misma placa se
realizan pruebas confirmatorias para asegurar el diagndstico (Trombete et al., 2013;

Chulli, 2023).

La determinacion de la actividad enzimatica en suero o plasma es de utilidad para
el diagnostico y diferenciacion de alteraciones o enfermedades que se presentan en los
distintos o6rganos como higado corazdn, rifion y pancreas. Cada organo tiene un patron
enzimatico tipico. La mayoria de las enzimas utilizadas para diagnostico clinico de
trastornos en o6rganos, como el higado, son enzimas que se encuentran dentro de la célula,
las cuales son liberadas hacia el torrente sanguineo cuando presenta dafio (Trombete et

al., 2013).

El suero es la muestra preferencial para el analisis de la actividad enzimatica en
sangre. Se puede utilizar plasma, preferentemente con heparina que no inactiva las
enzimas. Es importante separar el suero del plasma rapidamente y determinar la actividad

lo antes posible (antes de 24h) (Winter et al., 2022).
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Como se ha resefiado la contaminacion de ingredientes utilizados para la
formulacion de piensos animales, supone un problema a nivel mundial. Ademas, el
consumo de forrajes contaminados puede dar lugar a intoxicaciones subagudas o cronicas
en el ganado, y también puede contribuir al paso de micotoxinas a alimentos de origen
animal para consumo humano como la leche, la carne o los huevos (Fink-Gremmels

2008a, Pinotti et al. 2016).

Uno de los principales riesgos asociados con la presencia de micotoxinas en los
forrajes ensilados utilizados en si mismos o como parte de mezclas en alimentacion
ganadera, es la posible transmision a la leche, comprometiendo la seguridad alimentaria.
Cuando los rumiantes consumen forrajes con presencia de AFB,, parte de la misma es
degradada en el rumen a aflatoxicol, y otra se metaboliza en el higado por enzimas
hepéaticas mediante procesos bioquimicos de hidroxilacion, hidratacion, demetilacion y
epoxidacion. La hidroxilacion de la AFB; da lugar a la aflatoxina Mi(AFM;). Una parte
de este compuesto es excretada finalmente a través de la leche (Dhanasekaran et al., 2011)

(Figura 4).
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Fig. 4 Metabolismo de Aflatoxina B1. Fuente: Rodriguez, 2023.

En cuanto a los ingredientes utilizados en alimentacion animal, sélo se han
establecido niveles maximos para la AFB1. En la Union Europea estos limites son de 0,02

mg/kg en ingredientes para piensos compuestos y 0,005 mg/kg en forrajes ensilados para
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animales lecheros. Respecto a las fumonosinas, deoxinivalenol y zearalenona, solo
existen niveles maximos recomendados, que en forrajes para vacas lecheras son 5 mg/kg
de deoxinivalenol, 0,5 mg/kg de zearalenona y 50 mg/kg en el caso de la suma de

fumonisina B y fumonisina B, (EC 2006).

Se han establecido niveles maximos en diferentes paises, en concreto, en la UE
los niveles maximos son de 50 mgkg de AFM; en leche cruda, leche tratada
térmicamente y leche para la fabricacion de productos lacteos (EC 2006). En la aplicacion
practica, la técnica para reducir la presencia de AFM, en leche consistiria en aminorar la
exposicion de las vacas lecheras a piensos o forrajes contaminados por AFB; (Rodriguez,

2023).

Los rumiantes, entre ellos los ovinos, son considerados bastante resistentes al
mecanismo de accién de las micotoxinas, ya que la microbiota ruminal es capaz de
degradar estos compuestos en otros menos toxicos o incluso biolégicamente inactivos a
niveles normales de exposicion. Sin embargo, hay que tener en cuenta que la capacidad
de degradacion del rumen puede saturarse, y puede verse afectada por cambios en la dieta

o como consecuencia de enfermedades metabolicas (Fink-Gremmels, 2008b).

Actualmente, al no existir limites para alimentacion en rumiantes productores de
carne, ni ovejas ni vacas reproductoras, el ensilado que no es apto para alimentacion de
ganado productor de leche suele utilizarse para ganado de carne con las consiguientes
perjuicios organicos, los cuales se tienen actualmente en consideracion, repercutiendo en

la produccion y el bienestar animal de los mismos.

3.3 BIENESTAR ANIMAL

El bienestar animal (BA) es un tema de considerable importancia para los
consumidores europeos. Hoy en dia la calidad de los alimentos se determina no sélo por
la naturaleza global y la seguridad del producto final, sino también por el estado de
bienestar recibido por los animales de los cuales se produce el alimento. El hecho de que
la mejora del BA puede afectar positivamente a la calidad del producto de origen animal,
y corregir la resistencia frente a las enfermedades, también tiene una influencia directa en

la calidad de los alimentos y en la seguridad alimentaria (Agtiera, 2013).

Hoy por hoy los consumidores y los medios de comunicacion muestran una

preocupacion creciente sobre el BA, la seguridad de los productos de origen animal asi
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como la trazabilidad de los productos animales (carne, leche). Por ello, las normas para
la evaluacion del bienestar en las explotaciones ganaderas y los sistemas de informacion
tienen que basarse en las demandas del consumidor, los requisitos de comercializacion
de los minoristas y la validaciéon cientifica. Esta vinculacion del origen del producto
animal hasta su consumo ha llevado al tradicional eslogan de “de la granja a la mesa”

(Agiiera, 2013).

El buen mantenimiento y un sistema de cria adaptado a las necesidades
fisioldgicas y de comportamiento de los animales son requerimientos basicos para la salud
y bienestar de los mismos. También hay que afadirle factores medioambientales
apropiados de manera que las condiciones de cria respondan a las necesidades y métodos
de alimentacion adecuados, asi como también de confort y de proteccion ante condiciones
climaticas adversas (Mota et al, 2016). El suministro de dietas apropiadas y agua
suficiente contribuye a mantener la salud y productividad de los animales (Rossner et al.,

2010).

Tanto los rumiantes, como otros animales domésticos, manifiestan cambios
fisioldgicos durante el estrés que se pueden evaluar con indicadores sanguineos que

muestran el grado de su impacto sobre el BA (Romero et al., 2011).

El estrés altera la homeostasis interna produciendo cambios en el eje hipotalamo-
hipofisis-glandula adrenal (HHA) y el sistema simpatico-adreno-medular. Las hormonas
que se liberan son hormona liberadora de corticotropina (CRH), hormona
adrenocorticotropa (ACTH), corticosteroides (principalmente cortisol) y catecolaminas

(adrenalina y noradrenalina) (Silverthorn, 2019; Cunningham, 2020).

Los animales en situacion de estrés pierden el apetito debido a que la CRH actua
directamente sobre las estructuras nerviosas que controlan la ingestion de alimento
ejerciendo un efecto inhibitorio que influye en su crecimiento y ganancia de peso (Mota
et al., 2016). En el caso de animales jovenes se retrasa la pubertad, lo que afecta también
a la reproduccion prorrogando el momento de la primera gestacion y aumentando la

muerte embrionaria temprana (Senger, 2005).
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Fig. 5 Eje hipotalamo-adenohipdfisis glandula adrenal. Fuente: @farmocotips

El bienestar de los animales de produccion se puede predecir cudndo se alteran
los indicadores de BA. Entre ellos estan: indicadores endocrinos (incremento de la
concentracion sérica de ACTH, cortisol y catecolaminas); Indicadores bioquimicos
(aumento de la glucemia, CPK, proteinas plasmaticas, LDH, FAL, GDH); indicadores
fisiologicos (aumento de la frecuencia cardiaca, frecuencia respiratoria y temperatura
corporal); indicadores hematoldgicos (cambios en el hematocrito, concentracion de GR,
leucocitos, monocitos, linfocitos y neutrofilos); comportamentales (disminucion del
apetito y tiempo de rumia, vocalizaciones, alteracion del comportamiento de la especie);
productivos (alteracion de la condicion corporal, disminucion en el peso, calidad de la
carne y leche producida); ambientales (instalaciones, falta de sombra, calor extremo,
humedad, intensidad luminica) asi como la forma y frecuencia de ingestion del alimento,

disponibilidad y calidad del mismo (Mota et al., 2016).

Hoy dia, las organizaciones internacionales tienen por objetivo lograr que la
implementacion de nuevas tecnologias pueda mejorar el bienestar sin producir una
disminucién en la produccion (Edward, 2004; FAO, 2009). Las buenas practicas de BA
deben incluir: prevencion y tratamiento de enfermedades y lesiones; prevencion y alivio
del dolor, estrés y otros estados negativos; suministro de alimentacidon y condiciones de
vida adecuadas a las necesidades y naturaleza de los animales; capacitacion y

entrenamiento de las personas que intervienen en el manejo de los animales (FAO, 2009).
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3.4 INDICADORES FISIOLOGICOS

~

3.4.1 Parametros hematologicos: hemograma .

El hemograma es una evaluacion bésica que se utiliza para poder valorar el
bienestar y el estado de salud y para tener orientacion a la hora de diagnosticar una
patologia (Rahman et al., 2018; Al-Thuwaini, 2021). Este andlisis valora tres poblaciones
celulares: los GR, los leucocitos, las plaquetas, dando los resultados en porcentajes y

valores absolutos (Torrens, 2015).

A pesar de que las células sanguineas se originan en la médula dsea, el hemograma
es un analisis de la sangre periférica donde se encuentran esas células. La mayor parte de
las modificaciones que hallamos en el hemograma no estan relacionadas con afecciones
que tengan origen en la médula dsea, sino que se corresponden con alteraciones

fisiopatologicas de origen diferente (Retamales, 2013).

La familiarizacion con los recuentos de células sanguineas (aunque se utilice un
analizador automatico) y la revision del frotis sanguineo al microscopio es primordial
para poder hacer una valoracion correcta de los resultados obtenidos (Vives, 2015). En
los ultimos afos, ha habido una tendencia de cierta intensificacion de la gestion relativa
al control sanitario de los rebafios ovinos. Se sabe que, debido a su pequefio tamafio, los
hematies ovinos suelen interpretarse erroneamente cuando son analizados en
instrumentos hematologicos calibrados para otras especies (Polizopoulou, 2010), ademas,
para que el analisis sea fiable, hay que tener en cuenta factores como manejo, raza, estado

nutricional y condiciones ambientales (Ndoutamia y Ganda, 2005).

En el hemograma se analizan los siguientes parametros fisiologicos (Acefia et al.,

2008):

- Recuentos celulares: indican el nimero de células, ya sean GR, leucocitos o

plaquetas por mm3 de sangre. Los GR se miden en millones de células/mm3.

- Valor hematocrito: es el porcentaje de volumen de sangre que ocupan los

globulos rojos al sedimentar por centrifugacion. Se mide en tanto por ciento (%).

- Concentracion de hemoglobina: el valor refleja la cantidad de Hb en gramos por

decilitro de sangre (gr/dL).
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- Recuento de reticulocitos e indice de produccion de reticulocitos (IPR): indica

el incremento en la produccion de hematies. El reticulocito es el estadio celular anterior

al eritrocito maduro.

- Indices eritrocitarios:

e Volumen celular medio (VCM): constituye el tamafio promedio de
los GR. Se expresa en fentolitros (fL).

e Hemoglobina celular media (HCM): representa la cantidad media
de hemoglobina por hematie. Se expresa en picogramos (pg).

e Concentracion media de hemoglobina celular (CMHC): mide la
cantidad o porcentaje de Hb en un volumen determinado de
eritrocitos. Se expresa tanto en gramos por decilitro (gr/dL) como

en tanto por ciento (%).

- Féormula leucocitaria o recuento diferencial de leucocitos: es el andlisis que

cuantifica cada tipo de globulo blanco (linfocitos, neutrofilos, monocitos, eosinofilos y
basofilos). Los linfocitos y los neutréfilos son las formas mas abundantes. En los
rumiantes predomina la serie linfocitica en condiciones fisioldgicas, en oposicion a los

humanos, los gatos, los perros y los caballos (Garcia-Sacristan, 2018).
3.4.1.1 Globulos rojos o eritrocitos

En los mamiferos, los GR (eritrocitos, hematies o células rojas) tienen forma
redonda biconcava, con zonas palidas en el centro, carentes de nucleo y de motilidad. El
grosor y didmetro de estas células varia seglin la especie (de 7 a 10 pm de didmetro) y el
estado nutricional del animal. Tienen la habilidad de sufrir cambios en su forma al pasar
por los capilares sanguineos en los que llegan a adquirir un didmetro de 3 a 5 um (Garcia-
Sacristan, 2018; Ktizkova, 2021). Esta peculiaridad se debe a que la membrana celular
del GR es flexible, proporcionando a la célula la capacidad de modificar su morfologia al
pasar por esos capilares pequefios; sin embargo no es muy elastica por lo que su capacidad
de estiramiento esta limitada (Ktizkova, 2021). Las funciones de los GR son el transporte
de oxigeno (O2), el transporte de anhidrido carbodnico y contribucion a la regulacion del

pH sanguineo (Cunningham, 2020).

Los GR ovinos, ademas de ser mas pequefios que en otras especies de mamiferos,

no suelen deformarse ni agregarse (Weiss y Wardrop, 2010). En los ovinos valores

normales de GR en sangre son de 9 a 15 x10%/ mm? (Winter ef al., 2022). La esperanza
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de vida de estas células varia seglin la especie, concretamente en estos rumiantes esta
entre 125 y 150 dias. Cuando los GR se acercan al final de su esperanza de vida se

caracterizan por ser menos deformables y terminan lisandose (Reece, 2015).
3.4.1.2 Hemoglobina

La Hb es una proteina que se encuentra dentro del GR en elevadas
concentraciones, constituyendo aproximadamente el 35% de su peso. Es una
cromoproteina formada un grupo prostético y cuatro grupos pirrol que estan conectados
a un atomo ferroso (Fe?*) y todo esto estd ensamblado a una cadena proteica. Esa cadena
es la porcion mas versatil de la Hb porque cada especie tiene una o varias cadenas propias.
En casi la totalidad de los vertebrados se presenta como un tetramero al que se pueden
unir cuatro moléculas O» (Hall et al., 2021). La particularidad necesaria para que el O; se
una con la Hb es que en los GR haya abundancia de esta ultima, lo cual depende de la
cantidad de hierro que se reabsorba desde el alimento y esté disponible en el organismo

(Cunningham, 2020).

La Hb se encarga del transporte de O> desde aparato respiratorio hacia los tejidos
periféricos y del transporte de CO; y protones (H") desde los tejidos periféricos hasta los
pulmones para mantener la homeostasis y, por lo tanto, la salud y para que el rendimiento
productivo sea optimo (Mendoza et al., 2011). Los valores de Hb en sangre de ovino se
han fijado entre 9-15 g/dL (Brooks et al., 2022). No obstante, factores como la edad, el
sexo, estado reproductivo, el estado nutricional, altitud, temperatura, humedad, estrés,
salud o la alimentacion pueden afectar a la concentracion de Hb en sangre ( Winter et al.,
2022). Reibeiro et al., (2014) y Al Dawood (2017) describieron que las corderas en
situaciones de estrés térmico se presenta un aumento de los niveles de Hb sanguinea
derivado de la mayor demanda de O, para poner en marcha los mecanismos

termorreguladores.

La Hb se satura al 100% a una presion de Oz determinada en los pulmones (por
su elevada presion) y desde ahi se distribuye a los tejidos. El aporte de O a los tejidos se
hace de forma autorregulada porque a medida que disminuye la presion de O», mayor es
el consumo de O, demandado por tejido, provocando que desde la sangre se ceda mas O»
(Hall et al., 2021). La altitud contribuye a que la saturacién O sea menor (Acosta, 2018)

porque disminuye la cantidad de O en el aire, lo que implica que no llega suficiente O>
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a los tejidos. Como consecuencia se incrementa la produccién de GR pero disminuye la

cantidad de O que se une a la Hb (Mortola y Wilfong, 2017).
3.4.1.3 Hematocrito

El Hto valora el porcentaje de sangre compuesta por los GR (relacion GR/plasma)
(Gordeuk et al., 2019). En el analisis para valorar el Hto se procede centrifugando una
muestra de sangre de la que se obtienen dos fracciones bien diferenciadas, separadas por
un halo de color blanco. Una fracciéon compacta de color rojo es del volumen de GR en
sangre. Sobre ella se aprecia pequefio halo blanquecino que se corresponde con los
leucocitos y otra fraccion liquida que se corresponde con el de plasma libre de células

(Garcia-Sacristan, 2018).

Los valores de Hto en sangre de ovino se han establecido entre 27-45% (Brooks
et al., 2022). El Hto puede sufrir cambios fisiologicos relacionados con la edad, asi en
recién nacidos su valor es mds alto que en animales seniles. Por otro lado, las hembras
tienen valores levemente inferiores que los machos. Otros factores exdgenos que pueden
influir en la elevacion de los valores del Hto son el estrés, el manejo, la altitud y la
deshidratacion (Hack y Couto, 2010). Esto se debe a un aumento del nimero de GR bien
por la estimulacion de la eritropoyetina o por una esplenocontraccion que contribuye a la
liberacion de GR almacenados en el bazo (Jauchem et al., 2019). La disminucién del
valor Hto refleja pérdidas de sangre (schock hemorragico), situaciones de ayuno, estados

anémicos (Li et al., 2020).

Aunque, como se ha especificado mas arriba, la férmula leucocitaria se incluye en
el hemograma, en esta tesis doctoral lo vamos a incluir en el apartado que se presenta a

continuacion por estar relacionada con el estrés.

4.2  Parametros relacionados con el estrés

W

El estrés es la respuesta fisioldgica que se produce en el organismo cuando se
altera la homeostasis. El eje hipotalamico-hipofisario-glandula adrenal y el sistema
nervioso simpatico desempenan un papel en la regulacion de esta respuesta. Esto se
consigue a través de acciones neuroendocrinas que resultan en cambios fisioldgicos y de
comportamiento (Hall, 2021). Los cambios fisioldgicos se pueden comprobar valorando
parametros como leucocitos, neutrofilos, linfocitos, relacion neutrédfilos/linfocitos,

glucosa y cortisol (Butler et al., 2021).
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3.4.2.1 Globulos Blancos o leucocitos

Los glébulos blancos (GB) o leucocitos se diferencian de los GR porque tiene
nicleo y disfrutan de movimientos independientes. Los leucocitos se clasifican en
granulocitos (neutrdfilos, eosinofilos y basofilos) y agranulocitos (monocitos y linfocitos)

(Frandson, 2014).

Se han publicado variaciones estacionales en los recuentos de leucocitos en
rumiantes, observandose una elevacion de los recuentos durante el periodo estival.
También se ha estudiado la influencia de la dieta observandose una linfocitosis y
monocitosis en vacas alimentadas con ensilado de hierba vs a las alimentadas con forraje

(Brooks et al., 2022)

3.4.2.1.1 Neutrofilos

Los neutro6filos son GB mas abundantes en los mamiferos (engloban entre el 40 y
70% del total de los leucocitos) y se consideran un componente esencial de las respuestas
inmunes innatas y los mecanismos de defensa del huésped (Carmona-Rivera y Kaplan,
2016). Se producen en la médula dsea y se caracterizan por ser capaces de fagocitar
macromoléculas y particulas y tener una a vida corta (Actor, 2012). Los neutrofilos tienen
un nicleo multilobulado distinto con multiples granulos que cubren su citoplasma como

se aprecian en la Fig.6.

Fig. 6 Morfologia de los neutrodfilos. Fuente: Carmona-Rivera y Kaplan 2016, modificada.

Los neutrdfilos vigilan continuamente el organismo intentando detectar sefiales

de infecciones microbianas. Una vez que las localizan, actiian atrapando y destruyendo a
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los patdgenos que hayan invadido el organismo. Las tres funciones antimicrobianas que
llevan a cabo los neutrdfilos son fagocitosis, desgranulacion y liberacion de material

nuclear en forma de trampas extracelulares de neutrofilos (NET) (Figura 7).

NETosis Elastase

Fig. 7 Mecanismos antimicrobianos de los neutréfilos. Fuente. Rosales, 2018.

En la ultima década se ha comprobado que las funciones de los neutrofilos no
quedan reducidas a las tres citadas anteriormente sino que, ademas, los neutroéfilos
responden a multiples sefiales produciendo varias citocinas y otros factores inflamatorios
que intervienen y regulan tanto la inflamacién como el sistema inmunolégico (Nauseef'y
Borregaard, 2014 ; Scapini y Cassatella, 2014 ). En la literatura cientifica estad descrito
que los neutrofilos son células complejas transcripcionalmente activas (Ericson et al.,
2014 ) que producen citocinas ( Tecchio y Cassatella, 2016 ), modifican las actividades
de las células adyacentes e intervienen en la resolucion de la inflamacion (Greenlee-
Wacker, 2016), regulan los macréfagos para obtener respuestas inmunes a largo plazo
(Chen et al., 2014 ), contribuyen activamente en varias enfermedades como el cancer
(Uribe-Querol y Rosales, 2015 ; Mishalian et al., 2017 ), e incluso tienen un papel en la
memoria del el sistema inmunoldgico innato (Netea et al., 2016). El porcentaje de

neutro6filos en la especie ovina es de 10-50% (Winter et al, 2022).
3.4.2.1.2 Linfocitos

Los linfocitos (leucocitos agranulares) son células que colaboran en la respuesta
inmune adaptativa. Su aspecto y tamafio es variable y tienen nucleo relativamente
grande rodeado por una pequefia parte de citoplasma. Los valores de referencia de

linfocitos en ovejas son de 40-55% (Winter et al., 2022).
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La sangre es el vehiculo que favorece el desplazamiento de los linfocitos por el
organismo y pueden abandonarla deslizandose hacia el interior de los tejidos. Los
linfocitos se dividen en dos tipos: los B (de “bursa de Fabricius”) responsables de la
inmunidad humoral y los T (maduran en el timo) que son los encargados de la
inmunidad celular. Ambos contienen subtipos. Tanto linfocitos B como T se originan
en la médula 6sea y se pueden encontrar en la sangre y en el sistema linfatico. Los
linfocitos se observan facilmente en frotis sanguineos (Garcia-Sacristan, 2018).

Una de las principales funciones de los linfocitos es la formacion de anticuerpos
como respuesta a los antigenos presentes en el organismo o mediante el desarrollo de

inmunidad celular (Cunningham, 2020).
3.4.2.2 Glucosa

La glucosa es el sustrato energético esencial para el organismo. Después de la
ingestion de los alimentos y una vez absorbidos los monosacaridos, la glucosa penetra en
la célula por difusion facilitada con ayuda de la proteina transportadora de glucosa (GLU)
(Abali et al., 2021). El control endocrino de la regulacion de los niveles de glucosa en
sangre lo lleva a cabo las hormonas insulina y el glucagon. La insulina con su funcion
anabdlica contribuye al transporte y almacenamiento de la glucosa en las células vy,
ademads, ayuda a que se pueda utilizar la glucosa como fuente de energia. El glucagon
tiene una funcion catabdlica porque al disminuir los niveles de glucosa en sangre
movilizando los nutrientes para mantener la homeostasis (Butler et al., 2021). Por lo
tanto, estas dos hormonas mantienen la glucemia en niveles constantes, independiente de
factores asociados a la dieta. (Garcia-Sacristan, 2018). Los valores de referencia son

ovinos son 50-80 mg/dl (Winter et al., 2022).

Los rumiantes, mediante la digestion fermentativa en los preestémagos, digieren
los hidratos de carbono, por ello, aunque el intestino delgado esta preparado para absorber
la glucosa, generalmente este hidrato de carbono no llega al intestino porque fermenta
rapidamente en el rumen. Los rumiantes sintetizan la mayor parte de la glucosa, mediante
el proceso de fermentacion ruminal, convirtiéndola en acido propiodnico (4cido graso
volatil de 3 carbonos, subproducto de la fermentacion) (Cunningham, 2020). Este 4acido
se absorbe en la paredes del rumen y se transforma en glucosa en el higado (Russi, 2020).
Como consecuencia de este hecho, los rumiantes viven en un estado constante de escasez

de glucosa.
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Fig. 8 Proceso de la digestion de los hidratos de carbono en el sistema digestivo de los
ruminantes. Fuente: Russi, 2020.

La concentracion de glucosa es un buen indicador indirecto de estrés (Tadich et
al., 2005). Esto se debe a que durante la respuesta inicial al estrés se produce una
estimulacion de la glucogénesis hepatica como consecuencia de la liberacion de
catcolaminas y, por lo tanto, en pocos minutos incrementan los niveles de glucosa en
sangre. Ademas, participan el cortisol, la insulina y el glucagon (Boérnez et al., 2009).
Asimismo, pasada esa fase inicial, durante el estrés propiamente dicho, los niveles de
cortisol activan la glicolisis hepatica, la gluconeogénesis e incremento del catabolismo de
las proteinas libres (Knowles y Warris, 2006; Tadich ef al., 2005). La concentracion de
glucosa sanguinea en ovinos de 50-80 mg/dL (Winter et al., 2022).

3.4.2.3 Cortisol

El cortisol es un glucocorticoide que, a pesar de que por el incremento su
concentracion en plasma, su inestabilidad y su vida corta es un indicador neuroendocrino
primario, también es un marcador bioldgico clave en la valoracion del estrés (Tadich et
al., 2005). Para evaluar los niveles de cortisol es fundamental conocer los valores de
referencia y considerar que hay factores que pueden interferir en la interpretacion de los
resultados: el ritmo circadiano, enfermedades, el estrés caldrico, ejercicio, ordefio,
lactacion, etc. (Sapolsky et al,., 2000; Gallo et al., 2003; Trevisi y Bertoni, 2009; Agiiera
et al., 2023).
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La exposicion reiterada a factores estresantes conduce a niveles bajos de cortisol
en el ganado y su respuesta a estos estresores varia segun la experiencia previa, duracion,
intensidad y tipo de factor estresante. Por lo que ante un mismo estresor obtiene
respuestas diferentes en cada animal (Parker et al., 2004; Solano et al., 2004; Winter et

al., 2022).

3.4.3 Parametros metabolicos relacionados con el bienestar animal
3.4.3.1 Lactato deshidrogenasa

La LDH es un grupo de isoenzimas oxidorreductasa que catalizan la reaccion
reversible entre piruvato y lactato. Las cinco isoformas de esta enzima, formadas a partir
de dos subunidades, varian en puntos isoeléctricos y estas isoformas tienen diferente
afinidad de sustrato, constantes de inhibicion y movilidad electroforética. La separacion
electroforética de las isoenzimas es necesaria para localizar la fuente de mayor actividad
(Nelson y Cox, 2018). Estas propiedades bioquimicas desempefian un papel clave en su
especificidad celular, tisular y organica. Aunque la LDH estéd presente preferentemente
en el citoplasma, también se puede ubicar en diferentes 6rganos y tejidos aunque con
mayor presencia en el cerebro, los pulmones, el corazén, los musculos, los rifiones ,el
higado y en los globulos rojos (Khan et al., 2020). Los valores de referencia en ovino son

238-440 UI/L (Winter et al., 2022).

La LDH desempeia un papel muy importante en el metabolismo corporal general
y algunas senales pueden inducir el cambio de isoenzimas en determinadas
circunstancias, asegurando que los tejidos mantengan consistentemente un suministro
adecuado de ATP. Esta enzima también experimenta algunas modificaciones
postraduccionales, para tener funciones metabdlicas diferenciadas. Diversas
complicaciones toxicoldgicas y patoldgicas danan distintos 6rganos, lo que finalmente
provoca la fuga de esta enzima en el suero. Por lo tanto, el nivel inusual de isoformas de
LDH en suero sirve como un biomarcador importante de diferentes enfermedades. En
general, la LDH juega un papel clave en el diagnostico clinico de diversas enfermedades
comunes y raras, ya que esta enzima tiene un papel destacado en la actividad activa.

metabolismo (Khan et al., 2020).

3.4.3.2 Creatin fosfoquinasa
La CPK es una enzima citoplasmatica fundamental para el transporte y
almacenamiento de energia en las células musculares. Se encuentra en altas

concentraciones en el tejido cardiaco y musculo-esquelético y en menores
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concentraciones en el cerebro y otros o6rganos (Venace, 2016). Existen tres isoenzimas:
MM, MB y BB. Por un lado, el mtsculo esquelético contiene principalmente MM (95%),
el musculo cardiaco MM (80%) y MB (20%). Por otro lado, el cerebro, el sistema
gastrointestinal y el aparato genitourinario contienen mayoritariamente BB (D’Ottavio et
al., 2008). La CK-MM es la isoenzima que constituye casi todas las enzimas circulantes

en individuos sanos (Chawla, 2011; Venace, 2016).

La medicion de CPK sérica es el estudio diagndstico mas utilizado ante la
sospecha de una enfermedad neuromuscular. Sin embargo, niveles elevados de esta
enzima pueden estar relacionados con factores de género, raza, edad, masa muscular o
actividad fisica (Saad et al, 2022). Los valores de referencia en ovino son entre 8,1 y

12,9 UI/L (Winter et al., 2022).

3.4.3.3 Aspartato amino transferasa

La AST tiene la capacidad de transferir reversiblemente el grupo amino del
aspartico al cetoglutérico, convirtiéndose en glutdmico y oxalacético. Los valores de
referencia en ovinos son de 60 a 280UI/L (Winter et al., 2022). La presencia de AST en
la fibra muscular asegura el aporte de oxalacético necesario en el ciclo de Krebs ante la
intensa llegada de acetil Co-A de la lipdlisis. De esta forma, se evitaria la inadecuada
utilizacion de este ultimo compuesto frente a las grandes demandas de energia, su

acumulo e incluso la formacién de cuerpos cetonicos (Nelson y Cox, 2018).

Un incremento de la actividad de cualquiera de estas enzimas indica un desorden
patoldgico asociado a diversas patologias del higado y también del musculo (Winter et

al., 2022).

3.4.3.4 Fosfatasa alcalina

La FAL es una enzima hidrolasa responsable de eliminar grupos de fosfatos de
nucledtidos, proteinas y alcaloides. Como sugiere su nombre, las fosfatasas alcalinas son
mas efectivas en un ambiente alcalino. El proceso de eliminar el grupo fosfatico se
denomina desfosforilaciéon. Se encuentran presentes en casi todos los tejidos del
organismo, siendo particularmente alta en huesos, higado, placenta, intestinos y rifion

(Guyton, 2021).

Esta enzima procede de la ruptura normal de las células sanguineas y de otros

tejidos, muchas de ellas no tienen un papel metabodlico en el plasma excepto las enzimas
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relacionadas con la coagulacion y con el sistema del complemento (Nelson y Cox, 2018).

Los valores de referencia en la especie ovina son de 68-387 U/L (Winter et al., 2022).
3.4.3.5 Glutamato deshidrogenasa

La enzima GDH esta bien caracterizada en organismos vertebrados. Puede ser
dependiente de NAD y NADP y se ha purificado en diversas especies a partir de
diferentes tejidos como rifidon, corazon, cerebro, mucosa intestinal, etc. Es una enzima de
la matriz mitocondrial y realiza una doble funcidn, tanto catabdlica como anabolica segiin
las necesidades celulares. Aunque la mayor parte del glutamato se sintetiza a través de la
via de las transaminasas, se ha comprobado que en situaciones de exceso de amonio, la
GDH puede funcionar como via de sintesis de dicho aminoacido (Kanamori y Ross,
1995), o como mecanismo de detoxificacion celular. En el sentido catabolico la enzima
funciona cuando se requiere 2-oxoglutarato, o cuando por exceso de glutamato es
necesario el reciclaje de este aminoacido (Plaitakis et al., 2000). Esta enzima es facil
localizarla en el parénquima hepdtico, y posee un efecto protector del hepatocito (Winter

et al., 2022).

GDH

2 - Oxoglutarato 4= NH,"* <:7——T;> L - Glutamato == H,0

NAD(P)H NAD(P)*

Fig. 9 Reaccién catalizada por la GDH. Fuente: Teijén, 2016.

3.4.3.6 Proteinas plasmaticas totales y relacion albuminas/globulinas

El plasma contiene una mezcla de proteinas con diferentes propiedades, funciones
y concentraciones, denominadas conjuntamente como proteinas totales. Las proteinas
plasmaticas son sintetizadas principalmente en el higado (>80 % de las PPT) y por los
plasmocitos (~15 %). Las fracciones principales de proteinas plasmaticas estan formadas
por: albumina (55 %), globulinas (38 %) y fibrindgeno (7). El suero es la parte del
plasma que estd desprovista de fibrindgeno (obtenido por centrifugado de la sangre
coagulada). El contenido de proteinas séricas individuales puede determinarse mediante
electroforesis. La suma de las concentraciones de todas y cada una de las proteinas
presentes en el plasma se conoce como PPT (Garcia Sacristan, 2018; Cunningham, 2020;

Guyton 2021).
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Las proteinas pueden ser clasificadas segiin su composicion, su disposicion
espacial, su funcion bioldgica y su localizacion. Segun su localizacion las proteinas se
clasifican en tisulares y plasmaticas. Los valores de referencia de la PPT en ovejas son
entre 6-7,5 g/dL. Los valores de albimina son entre 2-30 g/L (0,2-3 g/dL), los de las
globulinas entre 35-57 g/L (3,5-5,7 g/dL) y los del fibrindgeno entre 100 y 500 mg/L
(Winter et al., 2022).

La albimina tiene como funcion fisiologica proporcionar presion coloidosmética
al plasma para evitar la salida de este por los capilares. Las globulinas cumplen diferentes
funciones enzimaticas en el plasma pero, ademas, se ocupan de la inmunidad natural y
adquirida del organismo frente a los microorganismos invasores. El fibrindgeno se
polimeriza en largos filamentos de fibrina durante la coagulacién sanguinea, formando
coagulos de sangre que ayudan a reparar las pequenas roturas del aparato circulatorio

(Guyton, 2021).

3.4.3.7 Inmunoglobulinas

El sistema inmunologico salvaguarda al organismo contra enfermedades
infecciosas reconociendo a agentes extrafios, atacandolos y destruyéndolos. Mientras mas
efectivas sean estas acciones inmunes mayor serd la resistencia a las infecciones de un

animal o persona (Gleenson et al., 2006).

Las Igs son proteinas heterodiméricas compuestas por 2 cadenas pesadas y 2
ligeras iguales entre si, unidas por puentes disulfuro que confieren estabilidad a la
molécula, y siendo la longitud de las primeras aproximadamente el doble de las segundas.
Las Igs, en general, tienen dos funciones principales: el de ser moléculas efectoras
solubles, que pueden unirse individualmente y neutralizar los antigenos a distancia y el
de ser receptores de antigenos en la superficie celular. Existen cinco tipos basicos de Igs:
IgG, IgM, IgA, IgD e IgE. Las IgM e IgD son sintetizadas por linfocitos y las IgG, IgA e

IgE son sintetizadas por las células plasmaticas (Schroeder y Cavacini, 2010).
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Fig. 10 Unidad basica de Igs. Cadenas pesadas (H), cadenas ligeras (L). Fuente:
www.inmunosalud.net

En ganado ovino, la IgG es la Ig predominate, al igual que ocurre en el ganado
bovino. Esta codificada como IgG1, IgG2 e IgG3. Ademads, en menor cantidad, tiene IgA
(Tizard, 2018).

La IgA aparece principalmente en secreciones (saliva, secrecion intestinal,
lagrimas etc.). Se caracteriza por ser la proteina antimicrobiana mas abundante que
protege las superficies mucosas (Brandtzaeg, 2003), lugar en el que comienzan infinidad
de infecciones (Mazanec et al., 1993; Lam, 1997; Bosch et al., 2002; Neville et al., 2008).
La IgA secretora proporciona una barrera inmunoldgica al neutralizar y prevenir que los
patdgenos virales penetren en el cuerpo a través de las superficies mucosas (Mazanec et

al., 1993; Lam, 1997; Neville et al., 2008).

La IgG esta formada y secretada por las células plasmaticas del bazo, los nodulos
linfaticos y la médula 6sea. Esta Ig es el anticuerpo més comun y que alcanza la mayor
concentracion en sangre. Se detecta fundamentalmente en el plasma sanguineo y el
liquido intersticial teniendo un rol principal en los mecanismos de defensa mediados por
anticuerpos. También es una de las proteinas mas abundantes en el suero y representa
alrededor del 10 al 20% de todas las proteinas plasmaticas. La IgG aparece durante la
primera y segunda respuesta inmune activando el sistema del complemento y los
macrofagos ( Brandtzaeg, 2003; Vidarsson et al., 2014). La IgG coopera con la IgA para

optimizar la inmunidad, la homeostasis y la tolerancia (Chen et al., 2020).
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Tabla 2 Principales clases de inmunoglobulinas existentes en los animales domésticos. Fuente: Tizard,

2019.
Propiedad IgM IgG IgA IgE IgD
Peso 900.000 180.000 360.000 200.000 180.000
molecular
Subunidades 5 1 2 1 1
Cadena
pesada H v o & 8
Lugar  de | Bazo y ganglios | Bazo y ganglios | Tracto intestinal | Tracto intestinal | Bazo y ganglios
sintesis linfaticos linfaticos y respiratorio y respiratorio linfaticos

3.5 PARAMETROS PRODUCTIVOS

En condiciones de campo los métodos utilizados para evaluar las reservas
corporales del ganado son el peso vivo y la condicidon corporal (Crempien et al, 1993;

Herrera-Corredor et al., 2021).

3.5.1 Peso corporal

El peso corporal (PC) es entendido como el peso animal que se toma en una
balanza siendo uno de los métodos més exactos para establecer el crecimiento del ganado
(Wishart et al., 2017). No obstante, los ganaderos no suelen tener basculas para pesar el
ganado por su alto coste econdmico (Kunene et al., 2009; Sebolai et al., 2012; Chay-
Canul ef al., 2019). Ademas, el ganado ovino puede perder peso de forma significativa
en la manipulacion antes del pesaje que puede constituir una pérdida de ente el 3,5 y el
5,6% (Whisart et al., 2017; Chay-Canul et al., 2019). Hay explotaciones que utilizan
métodos biométricos alternativos como son la altura a la cruz, la longitud del cuerpo y la
circunferencia del corazon. Diferentes investigadores (Sowande y Sobola, 2008; Yilmaz
et al., 2013; Chay-Canul ef al., 2019) han demostrado que la circunferencia del corazon
estd correlacionada positivamente con el peso corporal en diferentes razas de ovejas y

cabras.

3.5.2 Condicion Corporal

La condicion corporal (CC) es una medicion subjetiva del estado fisico-
nutricional de los animales para evaluar si el nivel de alimentacion es correcto. Se trata
de una herramienta de bajo costo que permite realizar ajustes de la dieta para mejorar el
rendimiento de los animales y los resultados econdémicos del rebafio (Romero, 2015). Esta
técnica se desarrolla en base a una escala de 1 a 5, con divisiones al medio de cada punto
cuando es necesaria la toma de decisiones especificas para aumentar la eficiencia

productiva y reproductiva (Giraudo, 2009; Romero, 2015; Herrera 2021).
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Tabla 3 Clasificacién de la condicion corporal segun los diferentes estados fisiologicos. Fuente: Romero,

2015.
CLASIFICACION

Cubricion 2,5-3,0
Gestacion temprana 3,0-3,5
Gestacion avanzada 2,5-3,0

Inicio de lactancia 3,0-3,5
Lactancia avanzada 2,0-2,5
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4 MATERIAL Y METODOS

El material y métodos se va a describir para cada uno de los ensayos.

4.1 ENSAYO 1
4.1.1 Animales

La investigacion se llevo a cabo en una explotacion ovina situada en la localidad
de Pedroche, en el Valle de los Pedroches (norte de la provincia de Cérdoba, Espafia).
Esta explotacion contaba con dos praderas adyacentes de 30 hectareas cada una. Una de
ellas sembrada de tritordeum y la otra de avena. Se evaluaron un total de 150 ovejas
Merinas prefiadas de entre 3 y 5 afios de edad. Antes del inicio del estudio, segun el
protocolo descrito por Martinez-Ros et al. (2018), se sincroniz6 el celo de las ovejas
mediante esponjas vaginales. A los 45 dias, 150 animales gestantes fueron seleccionados
utilizando el ecografo MyLabOneVet (ESAOTE, Barcelona, Espaia) equipado con un
transductor lineal multifrecuencia de 6-10 MHz para determinar el estado de gestacion.
A partir del 60° dia de gestacion se recogieron las primeras muestras para evitar el estrés
que podria provocar la ecografia. Ninguna de ellas parié durante el estudio, aunque éste

finaliz6 en el quinto mes de gestacion.

Todos los animales gozaban de buena salud y estaban libres de enfermedades
infecciosas o contagiosas y de infestaciones parasitarias en el momento de iniciarse el
estudio. Estas ovejas se dividieron aleatoriamente en dos grupos: el grupo 1 (n1=75) se
alimentd con pradera de tritordeum y el grupo 2 (n2=75) con pradera de avena durante la
estacion primaveral. Las ovejas fueron alimentadas ab libitum en la pradera durante 12

horas. Igualmente, se les suministr6 agua ab libitum.
4.1.2 Muestras

Se tomaron muestras de sangre de cada oveja al principio y al final del estudio.
Con ellas se evalud el efecto de la alimentaciébn en praderas sobre parametros
relacionados con el bienestar animal (pardmetros hematologicos, metabolicos e

inmunitarios) y el estrés (parametros leucocitarios, cortisol y glucosa). A la hora de
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programar la toma de muestras se tuvo en cuenta el ritmo circadiano del cortisol. Las
extracciones se realizaron a las 14.00 horas, después de un periodo de siesta, para no
interferir con los picos matinales de cortisol (Squires, 2006). El periodo entre muestreos
fue de 3 meses. La frecuencia de muestreo fue baja para evitar que el estrés de la
manipulacion de los animales influyera en los pardmetros estudiados (es decir, el

cortisol).

Se punzo la vena yugular externa para obtener muestras de sangre. Se utilizaron
tubos Vacutainer® (con y sin anticoagulante). La sangre se separ6 en tres alicuotas: una
en un tubo con anticoagulante EDTA, otra en un tubo con heparina-litio y otra sin
anticoagulante. La alicuota con EDTA se mantuvo refrigerada hasta su posterior analisis
en el laboratorio en las 24 horas siguientes a la recogida. Las alicuotas con heparina-litio
y sin anticoagulante se centrifugaron a 3000 rpm en los 10 minutos siguientes a la
recogida. Se obtuvieron plasma y suero, ambos se congelaron a -20°C hasta analisis

posteriores.

Fig. 11 Toma de muestra de sangre en la vena yugular externa de oveja. Fuente: propia.

4.1.3 Parametros fisiologicos

Los parametros fisiologicos analizado en sangre fueron recuento de GR, Hb, Hto,
y recuento de GB. Se midi6 el porcentaje de neutrédfilos y linfocitos y se calculd el
cociente neutréfilos/linfocitos. Los parametros analizados en plasma fueron LDH, CPK,
AST, GDH, PPT y la glucosa. En cuanto a los pardmetros investigados en suero fueron

albumina, globulinas, FAL, cortisol e IgA, IgG.
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Fig. 12 Evaluacion de los parédmetros fisiologicos. Fuente: propia.

4.2 ENSAYO?2
42.1 Animales

El ensayo se llevd a cabo en la Granja Universitaria de Rabanales de la
Universidad de Cordoba. Se evaluaron 100 ovejas de raza merina de 3-4 anos de edad.
Todos los animales gozaban de buena salud y estaban libres de enfermedades infecciosas
o contagiosas y de infestaciones parasitarias en el momento de iniciarse el estudio. Las
ovejas fueron alimentadas con forrajes ensilados a base de maiz y DDRR procedente de
COVAP. Estas ovejas se dividieron aleatoriamente en dos grupos: El grupo 1 (n1=50)
fue alimentado con ensilado de maiz con contenidos no superiores a los permitidos en
micotoxinas para alimentacion animal y el grupo 2 (n2=50) se aliment6 con ensilado de
DDRR. Los animales disponian de agua ab [libitum. Ninguna oveja se encontraba

gestante.

Este trabajo experimental se llevo a cabo con la autorizacion de Comité de

Bioética de 1la Universidad de Cordoba.

Fig. 13 Ovejas alimentadas con ensilado de DDRR a la izquierda y con ensilado de maiz a la
derecha. Fuente: propia.
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4.2.2 Muestras

Se tomaron muestras de sangre de cada oveja al inicio y al final del ensayo, cuya
duracion fue de tres meses. Las muestras se extrajeron de la vena yugular externa
mediante la utilizacion de tubos Vacutainer® (con y sin anticoagulante). La sangre se
separ6 en tres alicuotas: una en un tubo con anticoagulante EDTA, otra en un tubo con
heparina-litio y otra sin anticoagulante. La alicuota con EDTA se mantuvo refrigerada
hasta su posterior analisis en el laboratorio en las 24 horas siguientes a la recogida. Las
alicuotas con heparina-litio y sin anticoagulante se centrifugaron a 3000 rpm en los 10
minutos siguientes a la recogida. Se obtuvieron plasma y suero, ambos se congelaron a -

20°C hasta analisis posteriores.
4.2.3 Parametros fisioldgicos

Los parametros fisiologicos analizado en sangre fueron recuento de GR, Hb, Hto,
y recuento de GB. Se midi6 el porcentaje de neutrédfilos y linfocitos y se calculd el
cociente neutrdfilos/linfocitos. Los pardmetros analizados en plasma fueron LDH, CPK,
AST, GDH, PPT y la glucosa. En cuanto a los parametros investigados en suero fueron
albumina, globulinas, se calcul6 el cociente albumina/globulina, FAL, cortisol e IgA,
IgG.
4.2.4 Parametros zootécnicos:

La ganancia de peso se controld pesando a las ovejas con una con bascula
electronica marca Torrey FS-250/50, con capacidad de 250 kg y una aproximacién de +
0.05 kg. El indice de CC en las ovejas se realizd mediante la palpacion con los dedos en

las apofisis espinosas y transversas de la columna vertebral a nivel lumbar (Fig. 13)

(Herrera-Corredor et al., 2021).

Segun la palpacion se estableci6 una escala del 1 al 5, en la que el 1 indica que la

oveja estd en estado de emaciacion y el 5 obesa.
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Fig. 14 Evaluacion de la condicion corporal en ovinos. Fuente: Propia y Romero, 2015.

Siguiendo a Romero (2015) y Herrera-Corredor et al., (2021), la condicion

corporal se registro de la siguiente forma:

Tabla 4 Categorizacién de la condicion corporal.

CATEGORIZACION

CC1:
Emaciacion

Los dedos se introducen facilmente.

La piel esta pegada a la base de la pelvis y de la cola.

Las vértebras lumbares son perceptibles a la vista y al tacto.

Las apofisis transversa y espinosa estan muy marcadas, sin
cobertura de grasa.

CC 2: Delgada

Los dedos penetran con cierta facilidad.
A la palpacion las apofisis estan prominentes pero suaves. Se
nota una capa de grasa moderada.
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CC 3: Buena

Los dedos se introducen con mayor presion.

Base de la cola y pelvis se notan con una cubierta grasa y
muscular adecuada

Las costillas se palpan redondeadas.

2
{ /

CC 4: Gorda

Area de la base de la cola y la pelvis estan redondeadas.

CC 5: Obesa

El area de la base de la cola y la pelvis, sin angularidades no
se palpan prominencias Oseas.

Apofisis espinosa de las vértebras lumbares y apofisis
transversa no se detectan. Las costillas no se palpan ni la depresion

entre ellas.
R

i1

4.2.5 Composicion nutricional y de los principales hongos productores de micotoxinas

en los forrajes utilizados (maiz y DDRR).

A continuacién se proporciona informacion detallada de los nutrientes presentes

en los dos tipos de ensilados para ofrecer una vision integral de la calidad nutricional del

forraje para poder valorar su impacto en los pardmetros zootécnicos de bienestar animal.

Tabla 5 Composicion quimica de los forrajes ensilados.

CALIDA NUTRICIONAL DE LOS ENSILADOS

COMPOSICION QUIMICA (%) ENSILADO DDRR ENSILADO MAIZ
Materia Seca 30,1 30,9
Proteina Bruta 7,3 7,13
Fibra Bruta 37,5 24,5
Fibra Acido Detergente 428 26,8
Fibra Neutro Detergente 67,6 46
Grasa Bruta 6,6 420
Cenizas 2,11 4,18
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MATERIAL y METODOS

En la siguiente tabla se detalla informacion sobre la presencia y concentracion de
micotoxinas presente en los forrajes ensilados utilizados en este ensayo, los cuales fueron

enviados a un laboratorio de referencia para su analisis.

Tabla 6 Contenido de micotoxinas (ppb o mg/Kg)

MICOTOXINAS:DATOS RECIBIDOS DEL LABORATORIO DE REFERENCIA

Ensilado Maiz 4.8 27,1 15,1 46 <LD

*<LD : inferior a limite detectable.

4.2.6 Estudio anatomopatoldgico e histopatoldgico.

Se le practico una necropsia reglada a los animales que causaron baja en las
instalaciones del Departamento de Anatomia y Anatomia Patolégica Comparadas, de la
Universidad de Cordoba con el fin de observar las alteraciones morfologicas, macro y
microscopicas producidas por el consumo de la alimentacion a base de los forrajes

ensilados.

Aparte se enviaron a matadero la totalidad de animales de ambos, ya que
productivamente se habia determinado asi, y se podian utilizar los datos para el presente
estudio con el fin de valorar las posibles lesiones macroscopicas en matadero y tomar

muestras de biopsia de higado para su estudio histopatologico.

Fig. 15 Necropsia de una de las ovejas del ensayo. Fuente: Propia.
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4.3 Analisis estadistico

Los analisis estadisticos se realizaron con SPSS v29 (IBM® Statistical Package
for the Social Sciences). En primer lugar, se analiz6 la normalidad de los datos mediante
el test de Kolmo-gorov-Smirnov utilizando el estadistico corregido de Lilliefors (1967)
para determinar si se debia aplicar estadistica par-amétrica o no-paramétrica.
Posteriormente, se calcularon la media y su error estdndar para los dos grupos con
alimentacion diferente, considerando tanto la medicion inicial (T0) como la medicion
final (T1). Por ultimo, se aplicaron técnicas estadisticas paramétricas para concluir el
andlisis y determinar el efecto de una dieta u otra sobre las medias de los parametros
analizados. La utilizacion de estas técnicas también se justifico porque la muestra era
suficientemente grande. Asi, como cada grupo de alimentacion constituye en si mismo
una muestra dependiente, ya que cada animal que lo compone tiene dos mediciones de
los pardmetros en estudio, una inicial (TO) y otra final (T1), se aplicé la prueba t de
Student para muestras pareadas (McDonald, 2014). Esta prueba permite determinar si
existen diferencias estadisticamente significativas entre las medias iniciales y finales de
cada una de las variables analizadas, estableciendo un nivel de significacion del 5% para
los contrastes. Los resultados se presentan en tablas agrupadas en cuatro bloques

diferentes de tipos de parametros relacionados con el bienestar animal.
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RESULTADOS

1 RESULTADOS

4.4 RESULTADOS DEL ENSAYO 1

En primer lugar, se calculd la media y el error estandar medio para cada parametro
en los dos grupos de alimentacion considerados (avena y tritordeum). Posteriormente, se
realiz6 un contraste de medias para muestras dependientes (pareadas) en cada uno de ellos
para estudiar si existian diferencias en las medias entre las dos mediciones de cada uno
de los parametros. Las tablas 1 a 4 muestran la media y el error estandar de la media de
los parametros que componen el grupo para los dos tipos de alimentacion, asi como la
probabilidad limite asociada al estadistico t que nos permite concluir sobre el contraste
de hipotesis para ver el efecto que cada dieta tiene sobre la media de los parametros

analizados.

4.4.1 Parametros hematoldgicos relacionados con el bienestar animal

La Tabla 7 muestra diferencias estadisticamente significativas entre los valores medios
de todos los pardmetros hematoldgicos relacionados con el bienestar animal entre las
mediciones iniciales y finales, tanto para las ovejas alimentadas con avena como para las
alimentadas con tritordeum (p < 0,001). En cuanto a la variaciéon que se produce en cada
uno de los pardmetros analizados, se puede observar como €stos disminuyen en el grupo

alimentado con avena, mientras que aumentan en el grupo alimentado con tritordeum.
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Tabla 7 Parametros hematolégicos relacionados con el bienestar animal.

Pradera de avena Pradera de tritordeum
Inicio Final Inicio Final
Parametros p-valor p-valor
Media + SEM  Media + SEM Media + SEM Media + SEM

Globulos Rojos

9.80+0.07 9.41+0.06 <0.001 * 9.93+0.07 10.68+0.07 <0.001 *T
(10%/mm?>)
Hemoglobina

9.89+0.07 9.62+0.06 <0.001 *! 10.02+0.07 11.46+0.11 <0.001 *T
(g/dl)
Hematocrito

32.71+0.22 31.71+£0.21 <0.001 *! 32.75+0.23 35.28+0.16 <0.001 *T
(%)

Nota: Célculo de la media = SEM y prueba t de comparacion de medias para muestras dependientes.

* Diferencias estadisticamente significativas al menos al 5% detectadas en la prueba de comparacion de medias entre la medicion inicial y
la final para cada tipo de alimentacion. Aparece 1 o | indicando si la diferencia significativa detectada es un aumento o disminucion de la
media en la medicion final.

4.4.2 Leucocitos y parametros relacionados con el estrés

La Tabla 8 muestra los resultados de las pruebas de comparacion de medias de los
pardmetros leucocitarios y de los parametros relacionados con el estrés. Muestra que no
hay diferencias estadisticamente significativas en los valores medios de leucocitos (p =
0,343) y neutrofilos (p = 0,351) en las ovejas alimentadas con avena entre las dos
mediciones. En cambio, en las ovejas alimentadas con pradera de tritordeum, se
detectaron diferencias entre las dos mediciones para todos los parametros considerados

en este grupo (p <0,001).

Centrando la atencion en los linfocitos, cuya media muestra diferencias
estadisticamente significativas entre las dos mediciones para ambas dietas, el incremento
sufrido por €stos en los animales alimentados con tritordeum (p<0,001) es notablemente
superior al de los alimentados con avena (0,002*). Por otro lado, el ratio
neutrofilos/linfocitos, cuya media también muestra diferencias estadisticamente
significativas para las dos dietas, muestra una disminucion mucho mas acentuada en el

grupo alimentado con tritordeum (p<0,001) (Tabla 8).

El cortisol, que muestra diferencias estadisticamente significativas entre la media
de las dos mediciones para los dos alimentos (p<0,001), presenta la particularidad de
aumentar para la dieta de avena mientras que disminuye notablemente para la de

tritordeum.

52



RESULTADOS

Tabla 8 Leucocitos y parametros relacionados con el estrés.

Pradera de avena Pradera de Tritordeum
Inicio Final p-valor Inicio Final p-valor
Parametros
Media = SEM Media + SEM Media = SEM  Media + SEM

Leucocitos (103/mm?) 6.61+0.22 6.67+0.21 0.343 6.49+0.21 7.14+0.18 <0.001 *T
Neutroéfilos (%) 47.53+0.825 47.16+0.562 0.351 48.52+0.784 42.8140.61 <0.001 *!
Linfocitos (%) 42.8340.65 43.96+0.41 0.002 *7 43.234+0.75 53.95+0.78 <0.001 *T
N/L 1.14+0.03 1.08+0.01 <0.001 *! 1.14+0.02 0.81+0.02 <0.001) *!
Cortisol (ug/dL) 11.81+0.47 12.03+0.42 0.048 *T 12.01+0.47 7.41+0.31 <0.001 *!
Glucosa (mg/dL) 64.55+1.55 73.09+1.16 0.001 *T 63.71£1.34 84.75+1.42 <0.001 *T

Nota: Calculo de la media + SEM y prueba t de comparacion de medias para muestras dependientes.

* Diferencias estadisticamente significativas al menos al 5% detectadas en la prueba de comparacion de medias entre la medicion
inicial y la final para cada tipo de alimentacion. Aparece 1 o | indicando si la diferencia significativa detectada es un aumento o
disminucion de la media en la medicion final.

4.4.3 Parametros metabolicos relacionados con el bienestar animal

En cuanto al analisis de las diferencias observadas en los pardmetros metabolicos
relacionados con el bienestar animal, resulta de especial interés como varian en sentido
contrario segun se trate de una dieta de avena o de tritordeum (Tabla 9). Este es el caso
de la LDH, cuyos valores medios entre mediciones muestran diferencias estadisticamente
significativas en las dos dietas, aumentando en el caso de la avena y disminuyendo
significativamente en el caso del tritordeum; un comportamiento similar se observa para

los pardmetros FAL y GDH.

El resto de los parametros, que no presentan diferencias estadisticamente
significativas en el grupo de ovejas alimentadas con avena, si lo hacen para la dieta con
tritordeum. Asi, se observa una disminucion de CPK y AST, y un aumento de PPT y

albumina.
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Tabla 9 Parametros metabodlicos relacionados con el bienestar animal.

Pradera de avena

Pradera de tritordeum

Inicio Final Inicio Final
Parametros p-valor p-valor
Media = SEM  Media + SEM Media = SEM  Media + SEM

LDH (IU/L) 641.15+£8.01 664.45+7.11 <0.001 *1 640.16£8.217  536.21+13.482 <0.001 *!

CPK (IU/L) 379.41+18.68 369.37+£16.85 0.546 387.57+18.80 286.27+17.59 <0.001 *!

AST (IU/L) 128.60+2.34 125.85+1.71 0.344 130.28+2.087 111.95+3.806 <0.001 *!

FAL (IU/L) 114.68+5.91 133.28+5.584 <0.001 *1 115.15+£5.91 90.64+2.71 <0.001 *!

PPT (g/dL) 6.97+0.04 6.95+0.04 0.766 6.96+0.04 7.27+0.03 <0.001 *1

GHD (IU/L) 9.29+0.36 9.35+0.36 <0.001 *1 8.69+0.32 7.26+0.27 <0.001 *!
Albumina (g/dL) 3.16+0.02 3.16+0.02 0.906 3.14+40.03 3.174+0.02 <0.001 *1

Nota: Calculo de la media + SEM y prueba t de comparacion de medias para muestras dependientes.

* Diferencias estadisticamente significativas al menos al 5% detectadas en la prueba de comparacion de medias entre la medicién inicial y
la final para cada tipo de alimentacion. Aparece 1 o | indicando si la diferencia significativa detectada es un aumento o disminucion de la
media en la medicion final.

4.4.4 Parametros inmunologicos relacionados con el bienestar animal

En la Tabla 10, los resultados correspondientes a los pardmetros inmunolégicos

relacionados con el bienestar animal muestran que solo se detectaron diferencias

estadisticamente significativas entre las medias de las dos mediciones para el parametro

IgA ovina (p<0,001) al centrarse en la dieta de avena. En cambio, se detectaron

diferencias estadisticamente significativas entre las medias de las mediciones iniciales y

finales de los cuatro pardmetros en los animales alimentados con tritordeum (p(<0,001).

En particular, para las dos dietas consideradas, se observé un aumento de la IgA

ovina entre las dos mediciones. También se observo un aumento de las globulinas y de la

IgG en los animales alimentados con tritordeum. En cambio, la media albiimina/globulina

disminuy¢ entre las dos mediciones para éstos.
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RESULTADOS

Tabla 10 Parametros inmunolégicos relacionados con el bienestar animal.

Pradera de avena Pradera de tritordeum
Inicio Final Inicio Final
Parametros p-valor p-valor
Media £+ SEM  Media + SEM Media £+ SEM = Media + SEM

Globulinas (g/dl) 3.78+0.048 3.67+0.05 0.080 3.66+0.06 4.03+0.04 <0.001 *T
Albumina/globulinas 0.84+0.01 0.87+0.01 0.101 0.87+0.01 0.79+0.01 <0.001 *!
IgA (mg/dl) 7.54+0.23 7.76+0.23 <0.001 *T 7.34+0.24 9.13+0.30 <0.001 *T
1gG (mg/dl) 633.85+21.65 655.65+21.718 0.118 634.57+20.65 820.58+31.98 <0.001 *T

Nota: Célculo de la media = SEM y prueba t de comparacion de medias para muestras dependientes.

* Diferencias estadisticamente significativas al menos al 5% detectadas en la prueba de comparacion de medias entre la medicién inicial y
la final para cada tipo de alimentacion. Aparece 1 o | indicando si la diferencia significativa detectada es un aumento o disminucion de la
media en la medicion final.

4.5 RESULTADOS DEL ENSAYO 2

En primer lugar, se calculd la media y el error estandar medio para cada parametro
en los dos grupos de alimentacion considerados (ensilado DDRR y ensilado maiz).
Posteriormente, se realizé un contraste de medias para muestras dependientes (pareadas)
en cada uno de ellos para estudiar si existian diferencias en las medias entre las dos
mediciones de cada uno de los pardmetros. Las tablas 1 a 5 muestran, tanto para los
parametros que componen cada uno de los grupos, como para las variables peso y
condicion corporal, la media y el error estandar de la media para los dos tipos de
alimentacion, asi como la probabilidad limite asociada al estadistico t que nos permite
concluir sobre el contraste de hipodtesis para ver el efecto que cada dieta tiene sobre la

media de los parametros analizados.

4.5.1 Parametros hematoldgicos relacionados con el bienestar animal

En la Tabla 11 se puede observar como existen diferencias estadisticamente significativas
en los valores medios de todos los parametros hematologicos relacionados con el
bienestar animal entre las mediciones inicial y final, para las ovejas alimentadas con
ensilado de DDRR, mientras que, para las alimentadas con ensilado de maiz, las
diferencias del parametro hemoglobina no son estadisticamente significativas, y de bajo
nivel de significacion para los globulos rojos. En cualquiera de los casos, las diferencias

detectadas indican un aumento de los parametros en cuestion, entre las mediciones inicial
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y final, mostrando un mayor aumento y significacion en el ensilado de DDRR, frente al

de maiz.

Tabla 11 Parametros hematolégicos relacionados con el bienestar animal para dos tipos de alimentacion
en ganado ovino.

Ensilado DDRR Ensilado Maiz
Inicio Final Inicio Final
Parametros p-valor p-valor
Media + SEM  Media £+ SEM Media + SEM Media + SEM
Globulos Rojos
8.4252+0.11 9.8196+0.14 <0.001 *T 8.2766+0.09 8.6120+0.15 0.016 *T
(10%/mm?)
Hemoglobina
8.4576+0.10 9.608+0.12 <0.001 *T 8.4100+0.099 8.572+0.14 0.334
(g/dl)
Hematocrito
27.5404+0.32  31.0640+0.61 <0.001 *T 28.1692+0.33 29.6100+0.61 0.004*T
(%)

Nota: Célculo de la media = SEM y prueba t de comparacion de medias para muestras dependientes.

* Diferencias estadisticamente significativas al menos al 5% detectadas en la prueba de comparacion de medias entre la medicion inicial y
la final para cada tipo de alimentacion. Aparece 1 o | indicando si la diferencia significativa detectada es un aumento o disminucion de la
media en la medicion final.

4.5.2 Leucocitos y parametros relacionados con el estrés

La Tabla 12 muestra los resultados del test de comparacion de medias sobre los
leucocitos y los parametros relacionados con el estrés tanto en las ovejas que son
alimentadas con ensilado de DDRR, como las que son alimentadas con ensilado de maiz.
En el primero de los casos, todos los parametros muestran diferencias estadisticamente
significativas (p <0,001) que se materializan en disminuciones producidas entre la
medicion inicial y final para las variables leucocitos, neutrdfilos, N/L y cortisol, y
aumentos para las variables linfocitos y glucosa. Por el contrario, las diferencias
estadisticamente significativas (p <0,001) detectadas en las ovejas alimentadas con
ensilado de maiz (a excepcidn de la variable linfocitos), cuya diferencia de medias resulta
no relevante (p=0,182), muestran un comportamiento totalmente opuesto; es decir, las
diferencias estadisticamente significativas detectadas entre las mediciones inicial y final,
implican aumento en el caso de las variables leucocitos totales, neutrofilos, N/L y cortisol,

y disminucion para los linfocitos y la glucosa.
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RESULTADOS

Tabla 12 Leucocitos y parametros relacionados con el estrés para dos tipos de alimentacion en ganado

ovino.
Ensilado DDRR Ensilado Maiz
Inicio Final Inicio Final
Parametros p-valor p-valor
Media + SEM Media £+ SEM Media = SEM Media = SEM

Leucocitos (103/mm?) 9.4160+0.29 7.3212+0.23 <0.001 *{ 9.4120+0.24 10.8740+0.32 <0.001 *T
Neutroéfilos (%) 46.84+0.99 37.00+1.24 <0.001 *! 47.12+0.96 50.40+1.40 0.007*7
Linfocitos (%) 49.56+1.16 59.14+1.26 <0.001 *7 49.20+1.35 47.95+1.41 0.182
N/L 0.9942+0.04 0.66060.04 <0.001 *! 1.0180+0.05 1.1196+0.05 0.025*7
Cortisol (ug/dL) 6.9546+0.37 4.9902+0.33 <0.001 *! 6,9678+0.31 10.2082+0.50 <0.001 *T
Glucosa (mg/dL) 68.94+1.79 76.32+0.912 <0.001 *7 71.66+1.56 86.72+1.68 <0.001 *T

Nota: Célculo de la media = SEM y prueba t de comparacion de medias para muestras dependientes.

* Diferencias estadisticamente significativas al menos al 5% detectadas en la prueba de comparacion de medias entre la medicion inicial y
la final para cada tipo de alimentacion. Aparece 1 o | indicando si la diferencia significativa detectada es un aumento o disminucion de la
media en la medicion final.

4.5.3 Parametros metabdlicos relacionados con el bienestar animal

Centrando la atencion en el andlisis de las diferencias de medias observadas en
los parametros metabolicos relacionados con el bienestar animal, cuyos resultados se
muestran en la Tabla 13, cabe destacar como para el caso de la alimentacion de ensilado
DDRR, todas ellos resultan significativas, mientras que no ocurre lo mismo en el caso de
la alimentacion de ensilado de maiz, en la que pardmetros como LDH, PPT y GDH, no

muestran diferencias estadisticamente significativas entre las mediciones inicial y final.

Concretamente, las medias de los pardmetros LDH, CPK y albimina disminuyen,
mientras que AST, FAL, PPT y GHD aumentan, en las ovejas alimentadas con ensilado
de DDRR. Por su parte, entre los pardmetros cuyas medias muestran diferencias
estadisticamente significativas para el rebafio alimentado con ensilado de maiz, se
encuentran tres que se comportan de forma similar al anterior: AST y FAL, cuyos
promedios presentan un aumento significativo entre las mediciones inicial y final, siendo
el mismo de bastante mayor cuantia que el que experimentan los animales alimentados
con DDRR, y albumina que presenta una disminucion significativa entre las medias
inicial y final. De otro lado se tienen las diferencias de medias detectadas en el parametro
CPK, que sufre un aumento muy considerable entre las mediciones inicial y final, al

contrario que ocurre en las ovejas alimentadas con DDRR.
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Tabla 13 Parametros metabdlicos relacionados con el bienestar animal para dos tipos de alimentacion en

ganado ovino.

Ensilado DDRR Ensilado maiz
Inicio Final Inicio Final
Parametros p-valor p-valor
Media = SEM  Media + SEM Media = SEM  Media + SEM
LDH (IU/L) 690,28+14.46 448.52+12.69 <0.001 *! 676.40£13.410  712.90+29.855 0.284
CPK (IU/L) 278.26+25.37 209.54+10.56 <0.001 *! 241.10£16.86  668.00+18.983 0.024*7
AST (IU/L) 93.76+3.88 118.04+4.36 <0.001 *1 120.10£6.79 426.18+21.56 <0.001 *1
FAL (IU/L) 178.80+14.42 192.82+17.522 0.013 *7 182.60+12.56 483.22+25.35 <0.001 *1
PPT (g/dL) 5.9658+0.09 6.5824+0.10 <0.001 *1 6.0950+0.07 6.1076+0.11 0.870
GHD (IU/L) 9.1202+0.45 20.5126+0.85 <0.001 *1 7.7972+0.28 7.4090+0.65 0.578
Albumina (g/dL) 3.1654+0.13 2.8364+0.04 <0.001 *! 3.05%0.11 2.6834+0.05 <0.001 *!

Nota: Calculo de la media + SEM y prueba t de comparacion de medias para muestras dependientes.

* Diferencias estadisticamente significativas al menos al 5% detectadas en la prueba de comparacion de medias entre la medicién inicial y
la final para cada tipo de alimentacion. Aparece 1 o | indicando si la diferencia significativa detectada es un aumento o disminucion de la
media en la medicion final.

4.5.4 Parametros inmunologicos relacionados con el bienestar animal

En la Tabla 14, los resultados correspondientes a los pardmetros inmunoldgicos
relacionados con el bienestar animal muestran que solo se detectaron diferencias
estadisticamente significativas entre las medias de las dos mediciones para los parametros
IgA e IgG (p<0,001) cuando se trata de ovejas alimentadas con ensilado de maiz, en las
que las medias de los citados parametros disminuyen. Por otra parte, para el caso de las
ovejas alimentadas con ensilado de DDRR, se encuentran diferencias estadisticamente
significativas en el caso de los cuatro parametros considerados. Sin embargo, las
globulinas, IgA e IgG, presentan un aumento en el grupo de ensilado DDRR, al contrario
que ocurre para los dos ultimos en el caso de ovejas alimentadas con ensilado de maiz.
Ademas, para el cociente albumina/globulina disminuye significativamente con el
ensilado DDRR y no se aprecian diferencias significativas para el caso del grupo

alimentado con ensilado de maiz.
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RESULTADOS

Tabla 14 Parametros inmunolégicos relacionados con el bienestar animal para dos tipos de alimentacion
en ganado ovino

Ensilado DDRR Ensilado maiz
Inicio Final Inicio Final
Parametros p-valor p-valor
Media+= SEM  Media + SEM Media+ SEM  Media + SEM
Globulinas (g/dl) 2.8890+0.08 4.2886+0.08 <0.001 *T 2.9750+0.08 2.8046+0.13 0.186
Albumina/globulinas 1.1282+0.06 0.6798+0.02 <0.001 *! 1.0568+0.05 1.0306+0.04 0.579
IgA (mg/dl) 4.2966+0.25 7.347440.39 <0.001 *T 4.4562+0.26 3.892440.25 0.012*)
1gG (mg/dl) 1426.4296+53.44 1994.9234+62.14 <0.001 *T 1332.6118+42.39 999.5752+64.03 <0.001 *

Nota: Célculo de la media = SEM y prueba t de comparacion de medias para muestras dependientes.
* Diferencias estadisticamente significativas al menos al 5% detectadas en la prueba de comparacion de medias entre la medicion inicial y

la final para cada tipo de alimentacion. Aparece 1 o | indicando si la diferencia significativa detectada es un aumento o disminucion de la
media en la medicion final.

4.5.5 Parametros zootécnicos

En ambos grupos el aumento de peso fue significativo, pero donde aprecio
presentd mayor grado de significacion y de valores medios absolutos fue en el grupo de
ovejas alimentadas con DDRR (Gréfical). Por otro lado, la condicién corporal (Grafica
2) mejora significativamente en las ovejas alimentadas con DDRR y de forma no

significativa en las de ensilado de maiz.
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Fig. 16 Evolucion del peso durante el ensayo 2 para los dos tipos de alimentacién en ganado ovino.
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Fig. 17. Evolucion de la condicion corporal durante el ensayo 2 para los dos tipos de alimentaciéon en ganado
ovino.

4.5.6 Estudio anatomopatoldgico e histopatologico.

4.5.6.1 Ovejas alimentadas con ensilado de maiz

El estudio anatomopatologico demostrd que, de las 50 ovejas alimentadas con
maiz, 3 causaron baja en torno a la tercera semana del ensayo. Una vez realizada la
necropsia, se diagnostico que la causa de la muerte fue una neumonia, con cambios en el

pulmon, no correlacionada con la alimentacion que estaban consumiendo.

A las 47 ovejas restantes, se les practico el examen post-mortem en matadero. De
estos 47 animales, un total de 28 (59,58%) presentaron cambios severos en higado
descritos como focos blanquecinos inflamatorios difusos con placas de fibrina y cambios
grasos (esteatosis), y, 12 ovejas (25,53%) presentaron cambios leves en este 6rgano, que
fueron pequefios focos inflamatorios con petequias. En ambos grupos fueron decomisadas
las visceras. Un total de 7 ovejas (14,9%) no presentaron lesiones, siendo el diagndstico

aparentemente normal.

En cuanto al estudio histopatologico del higado, el hallazgo lesional mas relevante
correspondio a la existencia de focos de necrosis de diferente extension en el parénquima
hepatico. Tanto en los espacios periportales como en relacion directa con los focos de
necrosis se aprecia un intenso infiltrado inflamatorio de caracter predominantemente
agudo constituido principalmente por leucocitos polimorfonucleares neutrofilos y
piocitos junto a un menor nimero de macréfagos y escasos linfocitos y células
plasmaticas periféricos con fibrosis delimitante. El centro de dichas lesiones muestra

calcificacion distrofica. Se aprecio hiperplasia de las vias biliares.
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El dafio orgéanico asociado, a nivel histopatologico, a este tipo de alimentacion a
base de ensilado de maiz durante tres meses se diagnosticO como severa hepatitis
necrotico-piogranulomatosa multifocal (inespecifica) con calcificacion distrofica
asociada. Fue diagnosticado en un 59,58 % de los animales de forma severa y en un

25,53% de forma mas leve.

4.5.6.2 Ovejas alimentadas con ensilado de DDRR

El grupo de ovejas alimentadas con ensilado a base de DDRR, no causé ninguna
baja durante el ensayo. En el examen post-mortem en matadero, se detectd que un 88%
de los animales (44 ovejas) presentaban higado aparentemente normal, y el resto, un 12%
(6 ovejas) con las lesiones leves anteriormente descritas. En el estudio histopatoldgico de
las ovejas aparentemente normales, reveld que no habia cambios patologicos a nivel
microscopico, mientras que, en las ovejas con lesiones leves, se aprecid pequefios focos

inflamatorios periportales y en los vasos de la vesicula biliar.
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5 DISCUSION

5.1 ENSAYO']

Conocer el perfil metabdlico de una oveja, incluidos los pardmetros fisioldgicos
(indicadores sanguineos, plasmaticos y séricos), es esencial para determinar su estado
nutricional y prevenir problemas sanitarios que afecten a la produccion y la reproduccion
(Antunovic et al., 2004). Aunque el objetivo de esta investigacion es estudiar la influencia
de dos dietas diferentes sobre el bienestar animal y no sobre la gestacion, cabe sefalar
que la gestacion conlleva una respuesta fisiologica que influye, por ejemplo, en la
concentracion de albumina y proteina total con una disminucion de sus niveles debido a
una rapida extraccion de inmunoglobulinas del plasma en los Gltimos meses de gestacion
cuando se forma el calostro (Kaneco, 2008). El aumento de proteinas debido al desarrollo
fetal (Castillo et al., 1997) y el aumento de la actividad enzimatica AST muestran un
aumento del metabolismo hepatico derivado de una disminucién de la ingesta de materia
seca al final de la gestacion (Chalmeh et al., 2019). El aumento tanto de la demanda de
oxigeno como de la tasa metabolica contribuyen a aumentar los valores de GR, Hb y Hto
(Soliman, 2014; Sharma et al., 2015). Sin embargo, los cambios obtenidos en este estudio
no significan que estén asociados a la gestacion sino a la alimentacion; por ello, para este
estudio se eligieron ovejas que estuvieran en el mismo estado fisioldgico con el fin de

que no se dieran interferencias en los resultados.

Los resultados indican que el pastoreo con tritordeum afecta a los parametros
hematologicos y, por tanto, al bienestar animal. El efecto de la dieta fue significativo, por
lo que cabe destacar que tritordeum mostr6 un incremento en todos los valores medios en
el muestreo final. Estos resultados no concuerdan con los obtenidos en un estudio
preliminar por Requena et al. (2019), que compararon ovejas alimentadas con ensilado
de maiz vs ovejas alimentadas con ensilado de tritordeum. Estos autores observaron un
aumento de los parametros hematologicos a favor del ensilado de tritordeum; sin
embargo, no consideraron que afectara al bienestar de las ovejas porque este aumento no
fue estadisticamente significativo. La falta de concordancia con estos autores puede

deberse a las diferencias de pH en el ensilado y en el pastoreo. En el caso de las ovejas,
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el cuarto y el quinto mes de gestacion representan los periodos con mayor impacto en el
crecimiento del feto (Kenyon et al,, 2019). Los valores de hematies, hemoglobina y
hematocrito obtenidos fueron superiores a los comunicados en ovejas de gestacion tardia
por Habibu. et al. (2014), Cihan et al. (2016), Kalif et al. (2020), y Yemilmez et al.
(2021). Estas diferencias pueden deberse a la influencia de la cria y la nutricion (Soliman,
2014; Sharma et al., 2015; Cian et al., 2016). Las concentraciones fisioldgicas de los
pardmetros hematoldgicos encontrados en estas ovejas Merinas podrian estar asociadas a
su adaptacion a las condiciones ambientales y agropecuarias del Valle de los Pedroches,

Cordoba (Chaves et al., 2009).

Se observaron niveles elevados de cortisol en ovejas alimentadas con avena. Esto
puede deberse a la metabolizacion hepdatica incompleta del cortisol (Radostists et al.,
2002), asi como al estrés nutricional y ambiental que desencadena el eje hipotdlamo-
hipofisis-adrenal (Binsiya et al., 2017). Este eje regula la expresion del cortisol y
contribuye a varios cambios durante la gestacion (Cunningham, 2020). Estos cambios se
producen principalmente porque el aumento de cortisol estd condicionado por los
estrogenos que regulan los niveles plasmaticos de globulina fijadora de corticosteroides
(la globulina fijadora de corticosteroides aumenta con el aumento de estrogenos) y la
funcion placentaria (Almanza-Sepulveda ef al., 2020). El aumento crénico de la hormona
adrenocorticotropa (ACTH) y del cortisol durante la gestacion no revela ni una apertura
relativa ni absoluta del bucle de retroalimentacion entre el cortisol y el hipotalamo y la

adenohipdfisis en las ovejas gestantes (Keller-Wood, 1996).

Los autores son conscientes de que la toma de muestras de sangre a las 14 horas
no es habitual, pero el propietario del ganado insistio en que las muestras se tomaran a
esa hora. En cuanto al cortisol, no se encontraron referencias bibliograficas que apoyaran
la hora elegida por los autores, pero se tuvo en cuenta la ritmicidad circadiana para
interpretar los resultados del cortisol plasmatico (Cunningham, 2020; Larry, 2012). Este
pardmetro se debe muestrear siempre a la misma hora del dia para para minimizar la

variacion pulsatil de su secrecion (Squires, 2006).

Durante el quinto mes de gestacion, los resultados mostraron que los niveles de
glucosa aumentaron en ambas dietas. Aunque se ha informado de que los niveles de
glucosa disminuyen significativamente en las ovejas gestantes tardias (Teleb ez al., 2019;
Ismaeel et al., 2019), algunos investigadores han encontrado concentraciones elevadas de

glucosa durante este periodo (Husted ef al., 2008; Khatun et al., 2011), mientras que otros
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no han encontrado diferencias significativas en la glucosa reproductiva (Firat y Ozpinar,
2002). Al final de la gestacion, la glucosa es metabolizada principalmente por tejidos que
no dependen de la insulina para su absorcidn, en particular el feto. Experimentos
anteriores han demostrado que el feto representa el 70% (Lindsay, 1971) del metabolismo
de la glucosa al final de la gestacion y del metabolismo en rumiantes al final de la

gestacion.

La glucemia estd regulada por un complejo y eficaz control endocrino en el
organismo, lo que le permite permanecer muy constante independientemente de los
factores asociados a la dieta (Reece, 2015). Sin embargo, la pradera de tritordeum
contribuyd a una disminucioén de los niveles de cortisol y a un aumento de los de glucosa.
La principal fuente de glucosa en los rumiantes es la neoglucogénesis, con una
contribuciéon menor de la absorcion intestinal (Caldeira, 2005). El higado desempefia un
papel importante en la regulacion de la concentraciéon de glucosa en sangre y su
distribucion a los tejidos, siendo practicamente el tnico 6rgano donde tiene lugar la
neoglucogénesis, aunque existe cierta contribucion del rifion ( Marteniuk et al., 1998).
Como la mayor parte de la glucosa procedente de la descomposicion de los carbohidratos
de la dieta se fermenta en el rumen (Cunningham, 2020), los rumiantes tienen un déficit
cronico de glucosa. Con un nivel reducido de cortisol, la funcion del rumen no se ve
afectada por el estrés nutricional y la glucosa se mantiene elevada (Galyean ef al., 1981).
Alimentar a las ovejas con tanto con heno de avena como con forraje grueso aumenta
significativamente la ingesta, la digestibilidad y la digestibilidad aparente de la fibra
detergente 4cida y la fibra detergente neutra, mejorando la absorcion y la utilizacion del
nitrogeno por parte del organismo. Al mismo tiempo, la alimentacion con dietas con heno
hace que el valor del pH del liquido ruminal de las ovejas se sitie dentro del rango normal
favoreciendo la descomposicion en el rumen de los hidratos de carbono y la celulosa de
la dieta. Al mejorar el entorno del rumen y aumentar la diversidad de la microbiota,

también mejora la digestibilidad aparente (An ef al., 2020).

Las ovejas alimentadas con hierba de avena presentaban una relacion
neutrofilos/linfocitos invertida en comparacion con las ovejas alimentadas con pradera de
tritordeum. Los investigadores utilizan la relacion neutrofilos/linfocitos como medida
complementaria de la respuesta al estrés (Davis et al., 2008; Stockman et al., 2011), y
estd relacionada con la magnitud del proceso de estrés y la concentracion de cortisol

circulante (Romero ef al, 2011). A medida que aumentan los niveles de cortisol durante
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el estrés, los linfocitos circulantes se adhieren a las células endoteliales que recubren las
paredes de los vasos sanguineos y migran de la circulacion a otros tejidos (bazo, médula
6sea, ganglios linfaticos y piel) donde quedan retenidos, lo que provoca una disminucion
del nimero de linfocitos circulantes. Del mismo modo, el cortisol estimula el paso de
neutrofilos de la médula 6sea a la sangre e inhibe su paso a otros compartimentos, lo que
conduce a un aumento de neutréfilos maduros e inmaduros en la circulacion ( Cavalcanti
et al., 2007). Estos cambios garantizan que los distintos tipos celulares se dirijan a los
tejidos donde son necesarios durante el estrés (Davis ef al., 2008). Alimentar a las ovejas
con tritordeum contribuy6 a que la relacion neutrofilos/linfocitos se situara en niveles

fisioldgicos, lo que aporta pruebas de bienestar animal.

Algunos marcadores bioquimicos séricos pueden indicar cambios en el
metabolismo nutricional y la funcién de los drganos en los animales (Wang et al., 2009).
El estrés, ademas de afectar negativamente al bienestar animal, estimula un factor
liberador de corticotropina que aumenta la permeabilidad intestinal, permitiendo el paso
de lipopolisacéridos y otros antigenos. Asimismo deja al higado completamente expuesto
y vulnerable a los procesos inflamatorios (Sejrsen et al, 2006). Los resultados de este
estudio muestran una disminucion significativa de la actividad de las enzimas hepaticas
(LDH, AST, CPK y FAL) en ovejas alimentadas con pradera de tritordeum. Esto sugiere
que el tritordeum tiene un efecto protector sobre la funcionalidad hepatica, lo que
contribuye a prevenir enfermedades y contribuye a mejorar el bienestar de los animales

(Invierno y Vega, 2022).

La inmunidad humoral incluye los anticuerpos circulantes o Ig. Los niveles
circulantes de Ig pueden reducirse por malnutricion, estrés e infecciones bacterianas,
viricas o parasitarias (Tizart, 2019). Las células plasmaticas derivadas de los linfocitos B
sintetizan las IgA y las IgG. La IgA desempefia un papel clave en la formacion de la
barrera inmunitaria de la mucosa intestinal expuesta a ataques de patdgenos externos
(Han et al, 2022), mientras que la IgG se encuentra principalmente en el plasma sanguineo
y en el liquido intersticial (Tizart, 2019). Las respuestas inmunitarias de las ovejas Merino
presentaron diferencias entre las dietas de tritordeum y avena. La nutricion es la principal
estrategia para desarrollar una inmunidad madura (Beasley ef al., 2010), influyendo en la
produccion de Ig (Alvarado et al., 2017). Las Ig actian como receptores de membrana en
los B-linfocitos y son utilizadas por el sistema inmunitario para la identificacion y

neutralizacion de virus y bacterias (Khalili ef al., 2019). En el presente ensayo, la mayor
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concentracion de IgA se encontrd en las ovejas que consumieron tritordeum. Esto
contribuiria a la prevencion de infecciones y mejoraria su rendimiento productivo y su

capacidad antioxidante (Khalili et al., 2019).

La albimina, las globulinas y la relacion albumina/globulina se consideran
biomarcadores nutricionales e inflamatorios. El cociente albimina/globulina es un
pardmetro bioquimico utilizado para interpretar los cambios en las proteinas séricas
asociados a enfermedades. El principal uso clinico del cociente albumina/globulina es
cuando disminuye debido a una disminucion de la albimina sérica y un aumento de las
globulinas séricas (Chen ef al., 2022). No hubo diferencias significativas al principio y al
final del ensayo en las ovejas alimentadas con pradera de avena. Sin embargo, se observo
un aumento significativo tanto de la albimina como de las globulinas, presentando una
disminucién de la relacion albimina/globulina, en las ovejas alimentadas con pradera de
tritordeum. Este hallazgo de una mayor concentracion de alblimina en el plasma es un
indicio mas de que estas ovejas no estan expuestas a ningln estrés que pudiera repercutir

en su bienestar y en su estado nutricional e inmunolégico (Gazzaneo et al, 2005).

La principal limitacion de este ensayo fue la baja frecuencia de muestreo para que
el manejo del ganado no interfiriera con los resultados obtenidos en los parametros

fisiologicos evaluados.

5.2 ENSAYO2

El ensilado consiste en la preservacion natural de forraje verde mediante
fermentacion lactica en ausencia de oxigeno (Miller, 2001). El objetivo primordial al
producir ensilaje es preservar al maximo los nutrientes originales del forraje,
minimizando las pérdidas en su calidad nutricional. Esto facilita su uso como alimento
durante épocas de escasez, evitando limitaciones estacionales en la produccion y
permitiendo una mayor carga animal por hectarea (Alonso ef al., 2013). La eleccion del
ensilado DDRR se debe a que presenta buena respuesta al corte y rebrote, o produccion
de grano, segtn corresponda, con déficit hidrico (Ballesteros et al., 2007), como ocurre
en los periodos de sequia en el Sur de la Peninsula Ibérica. Asimismo, es mas eficiente
para alimentacion animal y produccion de alimentos mas seguros para el ganado que le

ensilado de maiz (Requena et al., 2019).
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El forraje de maiz es una materia prima altamente valorada para el ensilado debido
a su contenido nutricional excepcionalmente elevado. Este cereal es una de las principales
fuentes de alimentacién en rumiantes porque es una combinacidon singular de fibras
digestibles y de granos. No obstante, a pesar de sus ventajas nutricionales se enfrenta a
diferentes desafios, uno de ellos los altos requerimientos hidricos, que en zonas con
déficit de agua como el sur de Espafia, en ciclos de sequia es un problema. Por otro lado
el de la contaminacién fungica y la presencia de micotoxinas bien por proceso de
conservacion o por practicas inadecuadas de manejo (Kabak, 2009). Si bien, se realizan
controles de la cantidad de micotoxinas de los ensilados dedicados a alimentacion de
rumiantes de aptitud lechera, no asi para los de aptitud cérnica. Pensando que ensilados
con altos contenidos en micotoxinas, al no afectar ni a la carne (animales de engorde), ni
a madres nodrizas aparentemente, no hay ningin inconveniente en darselo como
alimentacion. Pero se ha podido constatar en este ensayo que produce afectacion del dafo
organico, principalmente relacionado con el metabolismo, concordando con autores como

Fink-Gremmels (2008a y 2008b) y Pinotti, et al. (2016).

Al estudiar los resultados obtenidos comparando las dos alimentaciones se han
observado diferencias significativas que pueden afectar al bienestar animal de los
animales evaluados. Esas diferencias podrian estar fundamentadas en que los forrajes
ensilados pueden contener una carga de micotoxinas, que aunque no sea excesiva, puede
influir en la fisiologia del animal. El hemograma del grupo de animales alimentados con
ensilado de DDRR indic6 que los parametros GR, Hb y Hto presentaron un aumento muy
significativo. Sin embargo, el incremento de estos pardmetros en grupo alimentado con
ensilado de maiz fue poco significativo, excepto la Hb. Estos resultados coinciden con el
estudio preliminar de Requena, ef al. (2019) en el que se compard el ensilado de maiz con
alta carga de micotoxinas frente al ensilado de tritordeum, aumentando significativamente
el grupo del tritordeum. Estos mejores datos del DDRR se pueden explicar por su alta
digestibilidad reflejada debido a un mayor porcentaje de fibra dcido detergente, siendo en
DDRR de 42,8% frente al 26,8% que tenia en ensilado de maiz, concordando con lo

descrito para el rendimiento forrajero del DDRR por Salcedo et al. (2014).

Partiendo de que la formula leucocitaria del ovino es de tipo linfocitario (Garcia-
Sacristan, 2018; Cunningham, 2020), se observo que en la toma de muestras inicial en
los dos grupos el porcentaje de linfocitos y neutréfilos era practicamente igual, lo que

podria deberse a que los animales partian de un cierto nivel de estrés, como revelan las

68



DISCUSION

concentraciones similares en ambos grupos de cortisol. La inversion de la féormula
leucocitaria se puede explicar por el efecto del cortisol sobre el endotelio vascular,
provocando una menor adherencia de neutréfilos al mismo, inhibiendo su marginacion y
apareciendo en un mayor porcentaje en la sangre circulante; mientras que los linfocitos
se redistribuyen y retienen en el tejido linfoide (Reece, 2015; Winter, et. al., 2022). A
partir de esta premisa, se explica que con la alimentacion a base de ensilado DDRR, con
la que se aprecidé un descenso del cortisol, debido a un menor estrés metabdlico, la
formula leucocitaria volvié a su condicion fisioldgica para el ovino, de tipo linfocitaria,
de forma altamente significativa. Estos datos concuerdan con los referidos en ovino

alimentado con tritordeum en pastoreo por Agiiera et. al. (2023).

Es probable que, al haberse realizado el ensilado de maiz durante el verano, las
temperaturas altas favorecieron el crecimiento de micotoxinas como se refleja en el
analisis recibido del laboratorio de referencia (véase material y métodos). Esta descrito
que temperaturas constantes diurnas entre 25 y 35°C y nocturnas similares > 21°C
contribuyen a que se produzcan micotoxinas con facilidad (Blandén y Denli, 2001;
Gimeno 2002; Winter ef al., 2022), estas temperaturas se dan en Andalucia sobradamente
desde mayo a septiembre, unido a la humedad relativa producida por el agua de riego
utilizada necesariamente en el cultivo de maiz forrajero. Sin embargo, el ensilado de
DDRR al ser un cereal de invierno, su periodo de crecimiento es otofio-invierno, donde
hay temperaturas frias y la humedad de las precipitaciones estacionales que normalmente
corresponden al otofio-invierno, y refleja menores cantidades de micotoxinas en su
analisis.

Con respecto a las enzimas de importancia diagndstica en el dano hepatico hay
que puntualizar que, por un lado, el grupo de ovejas alimentadas con ensilado de maiz
mostraron un incremento muy significativa de sus valores en AST y FAL, escasas
diferencias para la elevacion de CK y ninguna para la LDH. Estos resultados confirmaron
analiticamente el diagnostico de dafio hepatico observado en el estudio
anatomopatologico que se expone mas adelante. Estos hallazgos se atribuyeron
probablemente al mayor contenido en micotoxinas del ensilado de maiz, concordando

con Winter et al. (2022) y a los mayores niveles de cortisol detectados.

Por otro lado, los resultados que se obtuvieron en el grupo de ovejas alimentadas
con ensilado de DDRR mostraron que los animales revelaron un descenso muy

significativo de los valores de LDH y CPK, asi como una discreta elevacion de los niveles
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de AST y FAL. Estos observaciones coinciden con los que obtuvieron Requena et al,, en
2018 cuando estudiaron las lesiones organicas que se producian en ovejas alimentadas
con alta cantidad de ensilado de maiz con micotoxinas vs a ensilado de tritordeum. El
aumento muy significativo de la enzima GHD presenta un efecto protector sobre el higado
al estar implicada en los mecanismos de detoxificacion celular como indica Plaitakis et

al., (2000) y Winter et al., (2022).

En cuanto a las necropsias realizadas a las ovejas alimentadas con ensilado de
maiz presentaron dafio hepatico (necrosis del parénquima hepatico, hiperplasia de vias
biliares) compatible con Jelinek et al. (1989) y Kumar et al., (2021) lo que pudo alterar
el metabolismo de las grasas, proteinas e hidratos de carbono influyendo de forma
negativa en a la hora de satisfacer sus necesidades fisioldgicas para mantener el peso y la
condicién corporal (Fraile s.f.; Rodriguez- Magadan et al., 2021). Esto quedo reflejado
en que su ganancia y de peso y su condicion corporal fue inferior en comparacion con lo
obtenido en las ovejas alimentadas con DDRR. En las muestras de higado de las
alimentadas con DDRR no se apreciaron cambio alguno, con lo cual, podemos atribuir
que estos dafios anteriormente descritos fueron causados por la contaminacion del

ensilado de maiz.

La inmunidad se vio comprometida en los animales que se alimentaron con
ensilado de maiz lo que pudo influir en que presentaran algunas infecciones
concomitantes detectadas (aunque este dato no se tuvo en cuenta a la hora de hacer el
estudio estadistico) produciendo asi gran susceptibilidad a las enfermedades infecciosas
(Jelinek et al., 1989; Tizard, 2018; Garcia-Bocanegra y Zafra, 2019). Es posible que el
ensilado de maiz pudiera suftrir una contaminacion post-cosecha con hongos toxigénicos
que son comunes en ensilajes que afectan a la salud del animal por la alta toxicidad que
poseen (Soriano del Castillo, 2007), revelada por el andlisis recibido del laboratorio de
referencia y porque son son moléculas altamente estables a las fermentaciones lactica a

las que se someten los forrajes ensilados (Efsa, 2012; Rasff, 2012; Kabak, 2009).
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6 CONCLUSIONES

6.1 ENSAYO ]

PRIMERA: la alimentacién con pradera de tritordeum influye positivamente en

los pardmetros fisiologicos de bienestar animal estudiados en ovejas Merino prefiadas.

SEGUNDA la pradera de tritordeum (i) tuvo un efecto protector sobre la funcion
hepatica (disminucion de la actividad enzimatica), lo que contribuye a la prevencion de
enfermedades; (ii) el aumento de la concentracion plasmatica de albumina indica que
estas ovejas no estuvieron expuestas a ningun estrés que pudiera afectar a su bienestar;
(ii1) los estados nutricional e inmunitario y el aumento de la concentracion de IgA
contribuyeron a la prevencién de infecciones y mejoraron su rendimiento productivo y su
capacidad antioxidante. Por lo tanto, la pradera de tritordeum puede considerarse un
pienso funcional, ya que tiene un efecto beneficioso sobre el bienestar de las ovejas

gestantes mas alla de su valor nutricional basico.

TERCERA La resistencia del tritordeum a las enfermedades fingicas de los
cereales, como Fusarium culmorum y Septoria nodorum, lo hace adecuado para su uso
en sistemas de produccion sostenibles con una huella medioambiental reducida. También
es adecuado para forraje, ya que sus condiciones de cultivo son menos exigentes que las

del maiz y el triticale.

CUARTA: Se recomienda a los ganaderos alimentar a sus ovejas con un cereal
como el tritordeum, ya que no so6lo garantiza que los animales aprovechen todos los

nutrientes, sino que también previene enfermedades y mejora su calidad de vida.

6.2 ENSAYO2

PRIMERA Las ovejas alimentadas con ensilado cereal maiz sufrieron daio
organico mientras que las alimentadas con ensilado de DDR se beneficiaron del efecto
protector que sobre el higado ejerce la GHD, la cual estd implicada en los mecanismos de

detoxificacion celular.
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SEGUNDA. Los resultados obtenidos que comparan las dos alimentaciones
demuestran diferencias significativas que pueden afectar al bienestar animal de los
animales evaluados. Esas diferencia podrian estar fundamentadas en que los forrajes
ensilados pueden contener una carga de micotoxinas, que aunque no sea excesiva, puede

influir en la fisiologia del animal.

TERCERA. El ensilado a base del nuevo cereal DDRR, tiene mejor rendimiento
nutricional en ovejas en comparacion con el de maiz, probablemente debido a sus
mayores porcentajes de fibra acido detergente y menor carga de micotoxinas, lo que
redunda en un mejor estado sanitario de higado potenciando el metabolismo digestivo, y

mejorando sus rendimientos zootécnicos (peso y condicion corporal).
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7 RESUMEN

La situacion actual de cambio climéatico y subida de las temperaturas ha contribuido a
centrar esta investigacion en la eleccion de nuevos cereales (tritordeum vy triticale
tetraploide [DDRR]), resistentes a la sequia, para nutrir al ganado ovino que son mas
seguros desde el punto de vista medioambiental y de la salud que otros cereales usados
tradicionalmente y evaluar su efecto sobre el bienestar animal. Ademas, la creciente
demanda de alimentos mas saludables, incluidos los derivados de cereales integrales, ha
promovido la investigacion sobre caracteristicas del tritordeum relacionadas con la salud
humana. Sin embargo, se ha detectado que existe poca bibliografia dedicada al uso de
tritordeum en alimentacion animal y el efecto y repercusiones en el bienestar animal. Para
estudiar el efecto de la alimentacién a base de nuevos cereales (tritordeum y DDRR)

frente a cereales tradicionales en el ganado ovino se han hecho dos ensayos:

En el primer ensayo se compararon dos dietas diferentes (pradera de tritordeum
frente a pradera de avena) para ovejas prefiadas en pastoreo con el fin de determinar si
hay algun efecto sobre los indicadores fisioldgicos objetivos del bienestar animal. La
investigacion se llevo a cabo en una explotacion ovina situada en la localidad de Pedroche
(norte de la provincia de Cordoba, Espafia). Esta explotacion contaba con dos praderas
adyacentes de 30 hectareas cada una. Una de ellas sembrada de tritordeum y la otra de
avena. Se evaluaron un total de 150 ovejas Merinas prefiadas de entre 3 y 5 afios de edad.
Antes del inicio del estudio, se sincroniz6 el celo de las ovejas mediante esponjas
vaginales. A los 45 dias, 150 animales gestantes fueron seleccionados utilizando el
ecografo equipado con un transductor lineal multifrecuencia de 6-10 MHz para
determinar el estado de gestacion. A partir del 60° dia de gestacion se recogieron las
primeras muestras para evitar el estrés que podria provocar la ecografia. Ninguna de ellas
pari6 durante el estudio, aunque éste finaliz6 en el quinto mes de gestacion. Estas ovejas
se dividieron aleatoriamente en dos grupos: el grupo 1 (n1=75) se aliment6 con pradera
de tritordeum y el grupo 2 (n2=75) con pradera de avena durante la estacion primaveral.
Las ovejas fueron alimentadas ab libitum en la pradera durante 12 horas. Igualmente, se
les suministro agua ab libitum. Se tomaron muestras de sangre de cada oveja al principio
y al final del estudio. Con ellas se evalu¢ el efecto de la alimentacion en praderas sobre

pardmetros relacionados con el bienestar animal (pardmetros hematologicos, metabdlicos
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e inmunitarios) y el estrés (pardmetros leucocitarios, cortisol y glucosa). A la hora de
programar la toma de muestras se tuvo en cuenta el ritmo circadiano del cortisol. Las
extracciones se realizaron a las 14.00 horas, después de un periodo de siesta, para no
interferir con los picos matinales de cortisol. El periodo entre muestreos fue de 3 meses.
Los resultados indican que el pastoreo con tritordeum afecta a los parametros
hematologicos y, por tanto, al bienestar animal (p<0,001). El efecto de la dieta fue
significativo (p<0,001), por lo que cabe destacar que tritordeum mostr6 un incremento en
todos los valores medios en el muestreo final. La alimentacion con pradera de tritordeum
influye positivamente en los pardmetros fisioldgicos de bienestar animal estudiados en
ovejas Merino prefiadas. Se recomienda a los ganaderos alimentar a sus ovejas con un
cereal como el tritordeum, ya que no solo garantiza que los animales aprovechen todos

los nutrientes, sino que también previene enfermedades y mejora su calidad de vida.

El segundo ensayo se valor¢ el posible dafio orgénico que se produce en ganado
ovino al alimentarlo con el nuevo forraje ensilado (DDRR) frente al ensilado a base de
maiz. Se llevo a cabo en la Granja Universitaria de Rabanales de la Universidad de
Cordoba. Se evaluaron 100 ovejas de raza merina de 3-4 afios de edad. Las ovejas fueron
alimentadas con forraje de ensilado procedente de COVAP. Estas ovejas se dividieron
aleatoriamente en dos grupos: El grupo 1 (n1=50) fue alimentado con ensilado de maiz
con contenidos normales en micotoxinas que se producen y el grupo 2 (n2=50) se
alimentd con ensilado de DDRR con baja cantidad de micotoxinas. Los animales
disponian de agua ab libitum. Ninguna oveja se encontraba gestante. Este trabajo
experimental se llevo a cabo con la autorizacion de Comité de Bioética de la Universidad
de Cordoba. El ensayo tuvo una duracion de tres meses, realizando la toma de muestras
al inicio y al final. Los parametros fisiologicos analizado en sangre fueron recuento de
GR, Hb, Hto, y recuento de GB. Se midio el porcentaje de neutrofilos y linfocitos y se
calcul6 el cociente neutréfilos/linfocitos. Los pardmetros analizados en plasma fueron
LDH, CPK, AST, GDH, PPT y la glucosa. En cuanto a los parametros investigados en
suero fueron albumina, globulinas, FAL, cortisol e IgA, IgG. Los pardmetros zootécnicos
evaluados fueron la ganancia de peso, el indice de condicion corporal. se registraron a
primera hora de la mafiana cuando se les suministrd el alimento. Asimismo en las
instalaciones del Departamento de Anatomia y Anatomia Patologica Comparadas,
Campus de Rabanales, Universidad de Cordoba se realizaron necropsias Se le practicd

una necropsia reglada a los animales que causaron baja en las instalaciones del
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Departamento de Anatomia y Anatomia Patoldégica Comparadas, de la Universidad de
Cordoba con el fin de observar las alteraciones morfologicas, macro y microscopicas
producidas por el consumo de la alimentacion a base de los forrajes ensilados. Aparte se
enviaron a matadero la totalidad de animales de ambos, ya que productivamente se habia
determinado asi, y se podian utilizar los datos para el presente estudio con el fin de valorar
las posibles lesiones macroscopicas en matadero y tomar muestras de biopsia de higado
para su estudio histopatologico. Muestras de ambos ensilados se enviaron a un laboratorio

de referencia para comprobar carga de micotoxinas.

Tanto los parametros metabdlicos como los inmunoldgicos relacionados con el
bienestar animal presentaron valores favorables estadisticamente significativos (p
<0,001) en las ovejas alimentadas con DDRR y con el dafio orgénico las alimentadas con
ensilado de maiz (p <0,001). En cuanto a pardmetros zootécnicos se demostré mayor
ganancia de peso y de condiciéon corporal en ovejas alimentadas con DDRR. Se
diagnostic6 hepatitis necrdtico-piogranulomatosa multifocal (inespecifica) con
calcificacion distrofica asociada (lesion severa) en las ovejas alimentadas a base de
ensilado de maiz. Fue diagnosticado en un 59,58 % de los animales de forma severa y en
un 25,53% de forma mas leve. No obstante, el estudio en el grupo de ovejas alimentadas
con ensilado a base de DDRR, revel6 que no habia cambios patolégicos a nivel
microscopico, mientras que, en las ovejas con lesiones leves, se aprecid pequefios focos
inflamatorios periportales y en los vasos de la vesicula biliar. Las ovejas alimentadas con
ensilado cereal maiz sufrieron dafio orgdnico mientras que las alimentadas con ensilado
de DDR se beneficiaron del efecto protector sobre el higado ejerce la GHD que estd
implicada en los mecanismos de detoxificacion celular. Los resultados obtenidos que
comparan las dos alimentaciones demuestran diferencias significativas que pueden
afectar al bienestar animal de los animales evaluados. Esas diferencia podrian estar
fundamentadas en que los forrajes ensilados pueden contener una carga de micotoxinas,

que aunque no sea excesiva, puede influir en la fisiologia del animal.
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ABSTRACT

8 ABSTRACT

The current situation of climate change and rising temperatures has contributed to
focus this research on the choice of new drought-resistant cereals (tritordeum and
tetraploid triticale [DDRR]) to feed sheep that are safer from an environmental and health
point of view than other traditionally used cereals and to assess their effect on animal
welfare. In addition, the growing demand for healthier foods, including those derived
from whole grains, has promoted research on tritordeum traits related to human health.
However, it has been found that there is little literature dedicated to the use of tritordeum
in animal feed and the effect and impact on animal welfare. To study the effect of feeding
new cereals (tritordeum and DDRR) versus traditional cereals in sheep, two trials have

been carried out:

In the first trial, two different diets (tritordeum grassland versus oat grassland)
for grazing pregnant ewes were compared in order to determine if there is any effect on
objective physiological indicators of animal welfare. The research was carried out on a
sheep farm located in the town of Pedroche (north of the province of Cordoba, Spain).
This farm had two adjacent pastures of 30 hectares each. One of them was sown with
tritordeum and the other with oats. A total of 150 pregnant Merino ewes between 3 and 5
years of age were evaluated. Before the start of the study, the ewes were synchronised for
oestrus using vaginal sponges. At 45 days, 150 pregnant animals were selected using the
ultrasound scanner equipped with a 6-10 MHz multi-frequency linear transducer to
determine pregnancy status. From the 60th day of gestation onwards, the first samples
were collected to avoid stress that could be caused by ultrasonography. None of the ewes
lambed during the study, although the study ended in the fifth month of gestation. These
ewes were randomly divided into two groups: group 1 (nl1=75) was fed on tritordeum
grassland and group 2 (n2=75) on oat grassland during the spring season. Ewes were fed
ab libitum on grassland for 12 hours. Water was also provided ab libitum. Blood samples
were taken from each ewe at the beginning and at the end of the study. These samples
were used to assess the effect of grassland feeding on parameters related to animal welfare
(haematological, metabolic, and immune parameters) and stress (leucocyte, cortisol and
glucose parameters). The circadian rhythm of cortisol was considered in the sampling
schedule. Samples were taken at 14.00 hours, after a siesta period, so as not to interfere
with morning cortisol peaks. The period between samples was 3 months. The results

indicate that grazing with tritordeum affects haematological parameters and thus animal
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welfare (p<0.001). The effect of diet was significant (p<<0.001), so it should be noted that
tritordeum showed an increase in all mean values in the final sampling. Feeding
tritordeum grassland positively influences the physiological animal welfare parameters
studied in pregnant Merino ewes. It is recommended that farmers feed a cereal such as
tritordeum to their ewes, as it not only ensures that the animals take up all the nutrients,

but also prevents diseases and improves their quality of life.

The second trial assessed the possible organic damage caused to sheep by feeding
the new forage silage (DDRR) versus maize-based silage. It was carried out at the Granja
Universitaria de Rabanales of the University of Cordoba. A total of 100 Merino ewes of
3-4 years of age were evaluated. The ewes were fed with silage forage from COVAP.
These ewes were randomly divided into two groups: Group 1 (n1=50) was fed maize
silage with normal contents of mycotoxins occurring and group 2 (n2=50) was fed DDRR
silage with low amount of mycotoxins. The animals were provided with water ab libitum.
No ewes were pregnant. This experimental work was carried out with the authorisation
of the Bioethics Committee of the University of Cordoba. The trial lasted three months
and samples were taken at the beginning and at the end of the trial. The physiological
parameters analysed in blood were RBC count, Hb, Hto, and WBC count. The percentage
of neutrophils and lymphocytes was measured, and the neutrophil/lymphocyte ratio was
calculated. The parameters analysed in plasma were LDH, CPK, AST, GDH, PPT and
glucose. Serum parameters investigated were albumin, globulins, FAL, cortisol and IgA,
IgG. The zootechnical parameters evaluated were weight gain, body condition index.
were recorded early in the morning when the animals were fed. Necropsies were also
carried out at the facilities of the Department of Comparative Anatomy and Pathology,
Rabanales Campus, University of Cordoba Necropsies were carried out on the animals
that left the facilities of the Department of Comparative Anatomy and Pathology,
University of Cordoba, in order to observe the morphological, macro, and microscopic
alterations produced by the consumption of the feed based on silage fodder. In addition,
all the animals from both silages were sent to the slaughterhouse, as this had been
determined for production purposes, and the data could be used for the present study in
order to evaluate the possible macroscopic lesions in the slaughterhouse and to take liver
biopsy samples for histopathological study. Samples of both silages were sent to a

reference laboratory to check for mycotoxin load.
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ABSTRACT

Both metabolic and immunological parameters related to animal welfare showed
statistically significant favourable values (p<0.001) in ewes fed DDRR and with organic
damage in ewes fed maize silage (p<0.001). In terms of zootechnical parameters, higher
weight gain and body condition were demonstrated in ewes fed DDRR. Multifocal
necrotic-pyogranulomatous hepatitis (non-specific) with associated dystrophic
calcification (severe lesion) was diagnosed in ewes fed maize silage. It was diagnosed in
59.58% of the animals as severe and in 25.53% as milder. However, the study in the group
of ewes fed with DDRR-based silage revealed no pathological changes at the microscopic
level, whereas, in the ewes with mild lesions, small inflammatory foci were seen
periportal and in the vessels of the gall bladder. Ewes fed corn silage suffered organic
damage while those fed RDA silage benefited from the protective effect on the liver
exerted by GHD which is involved in cellular detoxification mechanisms. The results
obtained by comparing the two feeds show significant differences that may affect the
animal welfare of the animals evaluated. These differences could be due to the fact that
silage feeds may contain a mycotoxin load, which, although not excessive, may influence

the animal's physiology.
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