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RESUMEN EJECUTIVO

El estrés crénico desencadenado por una relacién humano-animal negativa, representa una
de las principales amenazas para el bienestar animal en aquellos animales destinados a la
produccién, dentro de los cuales se pueden mencionar los cerdos. Esto se debe a que la
activacion crénica del eje hipotalamo-hipdfisis-adrenal (HHA), producto de situaciones de
estrés mantenidas en el tiempo, produce un desequilibrio homeostético que trae consigo
diversas consecuencias desfavorables para el animal. Dentro de estas consecuencias, se
pueden encontrar cambios en la respuesta fisioldgica del animal, los cuales pueden
manifestarse a través de un aumento en la sintesis y liberacién de glucocorticoides al
sistema, como lo es el cortisol. Asimismo, otro de los efectos que puede tener el estrés
cronico en los animales es la disminucién de su rendimiento productivo. Estudios previos
han demostrado que aquellos animales que sufren situaciones estresantes, mantenidas en
el tiempo, presentan una tasa de crecimiento reducida. Es por esto, que el objetivo de esta
Memoria de Titulo fue evaluar el efecto de la calidad de la relacion humano-animal sobre la
respuesta de estrés cronico y parametros productivos de cerdos de recria. Para su
desarrollo, 36 cerdas destetadas fueron sometidas a distintos tipos de manejo humano-
animal durante 6 semanas consecutivas (6 semanas y 3 dias). El manejo humano negativo
(MHN), consistio en que el operario debié someter a los animales a distintos estresores de
forma repentina, por otro lado, el manejo humano positivo (MHP) consistié en mantener un
trato gentil con los animales, otorgandole contactos tactiles positivos diariamente. Por
ualtimo, en los corrales pertenecientes al manejo humano minimo (MHM), el operario solo
ingresaba a los corrales para realizar la limpieza de éstos, evitando cualquier contacto fisico
o visual con los animales. Se realizaron mediciones fisiolégicas a partir de las
concentraciones de cortisol en pelo al finalizar la aplicacion de los tratamientos, y se
registraron mediciones productivas a partir del peso, ganancia de peso diaria, consumo
diario de alimento y conversién alimentaria de los cerdos. Los resultados obtenidos
muestran que aquellos cerdos que experimentaron un MHN por parte del operario,
exhibieron mayores concentraciones de cortisol en pelo, en comparacion a los grupos que
recibieron un MHP y un MHM. Con relacion a los parametros productivos, se observo que
las cerdas del grupo MHP consumieron mas alimento durante las primeras dos semanas
de manejos, sin embargo, durante las Ultimas dos semanas, éstas presentaron mayores
ganancias de peso en comparacion a los grupos MHN y MHM. En conclusién, un manejo
aversivo de forma prolongada en los animales demostré6 aumentar las concentraciones de

cortisol en pelo, junto con consolidar su utilidad como marcador de estrés crénico y que,



ademas, este tipo de manejo se relaciona con un deterioro de los indices productivos, cuya

tendencia puede prolongarse a medida que éste se extienda en el tiempo.

Palabras clave: estrés crénico, cerdos, bienestar animal, relacion humano-animal, cortisol,
pelo, productividad.



ABSTRACT

Chronic stress triggered by a negative human-animal relationship represents one of the
main threats to animal welfare in farm animals, including pigs. This is because the chronic
activation of the hypothalamic-pituitary-adrenal (HPA) axis due to prolonged stress
situations leads to a homeostatic imbalance that brings various unfavorable consequences
for the animal. These consequences include changes in the animal's physiological
response, which can be expressed through increased synthesis and release of
glucocorticoids into the system, such as cortisol. Likewise, another effect of chronic stress
in animals is a decrease in their productive performance. Previous studies have shown that
animals subjected to prolonged stressful situations exhibit reduced growth rates. Therefore,
this thesis aims to evaluate the effect of the quality of the human-animal relationship on the
response to chronic stress and productive parameters of nursery pigs. For the study, 36
weaned pigs were subjected to different human-animal interaction quality for six consecutive
weeks (6 weeks and 3 days). Negative Human Handling (NHH) involves sudden exposure
of animals to various stressors, while Positive Human Handling (PHH) involves gentle
treatment with daily positive tactile contact. Lastly, in the Minimal Human Handling (MHH)
group, the handler only entered the pens to clean them, avoiding any physical or visual
contact with the animals. Physiological measurements were taken based on cortisol
concentrations in the hair at the end of the treatment period, and productive measurements
were recorded based on the pigs' weight, daily weight gain, daily food consumption, and
feed conversion ratio. The results showed that pigs experiencing NHH exhibited higher
cortisol concentrations in hair compared to the groups subjected to PHH and MHH.

Regarding productive parameters, the PHH group consumed more food during the first two
weeks of handling; however, during the last two weeks, they showed greater weight gains
than the NHH and MHH groups. In conclusion, prolonged aversive handling of animals
increased cortisol concentrations in hair and reinforced its utility as a marker of chronic
stress. Additionally, this type of handling was associated with a decline in productivity

indices, a trend that could extend as it persists over time.

Keywords: chronic stress, pigs, animal welfare, human-animal relationship, cortisol, hair,

productivity.



INTRODUCCION

Durante las ultimas décadas se ha acrecentado el interés por el bienestar animal dentro de
los sistemas de produccion intensiva, debido a que, ademas de ofrecer una evidente mejora
en la calidad de vida de los animales, proporciona mejores resultados en los indices
productivos del plantel (Mellor, 2016). A raiz de lo anterior, Mellor y Reid (1994) postularon
el modelo de los cinco dominios del bienestar animal, el cual se presenta como una pauta
que permite la evaluacion sistematica y completa del bienestar animal, la cual incluye tanto
dominios fisicos funcionales (nutriciéon, entorno, salud y comportamiento) como mentales
(estado mental). Desde entonces, el modelo ha experimentado constantes modificaciones
con el objetivo de actualizar los conocimientos en esta materia. Un cambio reciente, ha sido
la modificacion del cuarto dominio (comportamiento) ahora llamado interacciones
conductuales, el cual, a diferencia de sus versiones anteriores, adiciona especificamente la

evaluacién de la interaccion entre humanos y animales (Mellor et al., 2020).

Se ha documentado que la percepcion de los animales frente a la presencia humana esta
fuertemente ligada a experiencias previas y al entorno social en el que se ven envueltas
ambas especies, de manera tal que, tanto el comportamiento de un animal como su
productividad y bienestar se encuentran influenciados por las intenciones y actitudes
(previamente formadas) del operario (Munoz et al., 2019). Segin Waiblinger et al. (2006),
la naturaleza de la interaccion humano-animal (positiva, neutra o negativa) induce un
cambio en la respuesta del animal frente al humano, dando resultado a una clasificacion
perceptiva por parte del animal, la cual se divide en tres categorias: respuesta negativa
(reacciones de miedo, evasion y estrés en presencia del humano), respuesta neutral
(ausencia de signos de miedo o emociones positivas), 0 una respuesta positiva hacia el
humano (mayor afinidad hacia el humano, facilidad en el manejo y tranquilidad en

situaciones aversivas).

Siguiendo esta linea, es posible afirmar que la calidad del manejo humano modula el
comportamiento, el bienestar y la productividad de los animales domésticos, entre ellos los
cerdos. En este sentido, numerosos estudios han demostrado que interacciones positivas
con los cerdos, tales como el empleo de estimulos tactiles positivos, el uso de una voz gentil
acompafada de movimientos calmos y tranquilos, inducen respuestas favorables en el
comportamiento de los animales frente a los operarios, tal como, un aumento en el nUmero
de conductas de afinidad (Gonyou et al., 1986; Mellor et al., 2020). En cuanto a los efectos

de un manejo positivo en la respuesta fisiologica de los animales se han encontrado, por



ejemplo, niveles de corticoesteroides inferiores, disminucién en la frecuencia cardiaca y una
mayor tasa de crecimiento, en comparacion con aquellos animales tratados negativamente

por el humano (Hemsworth y Coleman, 2011).

En relacion con el manejo negativo que pueden experimentar los animales por parte del
operario, se ha reportado que manejos aversivos, tales como bofetadas, golpes y
empujones pueden ocasionar dafos fisicos y mentales que comprometen el bienestar del
animal (Hemsworth y Barnett, 2000). Como muestra de esto, se ha evidenciado que frente
a manejos aversivos aplicados de forma regular en el tiempo (ej. bofetadas), el animal
respondera con una respuesta indicativa de estrés, la cual se puede manifestar desde el
punto de vista conductual (ej. mayores reacciones de miedo y evasion frente al operario) y
fisiol6gico (ej. aumento en la concentracion de corticoesteroides) tanto en presencia como

en ausencia del operario (Tallet et al., 2018).

Numerosos investigadores han evaluado cémo los manejos negativos modulan la respuesta
fisiol6gica del estrés, obteniendo resultados similares. En primera instancia, el estrés agudo
puede manifestarse rapidamente luego de un evento angustiante, aumentando las
concentraciones de corticoesteroides en el plasma, como por ejemplo el cortisol
(Hemsworth et al., 1981). Si el factor estresante perdura en el tiempo o el animal pierde la
capacidad fisiologica de responder frente a él, se produce una respuesta de estrés a largo
plazo que indica un estrés crénico (Hemsworth y Coleman, 2011), el cual puede medirse a
través de la fraccion libre de cortisol (presente en plasma, pelo, orina y saliva) (Maidana et
al., 2013). Diferentes estudios encontraron que animales que han sido expuestos a un
manejo negativo regular en el tiempo, presentaron efectos desfavorables en la salud y
productividad, tales como, un deterioro en la inmunidad y un aumento en el tamafio de las
glandulas suprarrenales (Hemsworth y Coleman, 2011), junto con una menor tasa de

crecimiento y un aumento en el niumero de lechones nacidos muertos (Tallet et al., 2018).

Aunque existen varios estudios enfocados en evaluar el efecto de la calidad del manejo
humano sobre la respuesta fisiologica de estrés en cerdos, las investigaciones en base a la
medicion del estrés cronico a través del pelo son a la fecha inexistentes. Es por ello que el
objetivo del presente estudio es determinar el efecto de los distintos tipos de relacion
humano-animal sobre la respuesta de estrés cronico evaluada a través de la medicion de
cortisol en pelo (como una matriz potencial) y parametros de productividad en cerdos

durante la etapa de recria.



REVISION BIBLIOGRAFICA
Relacion humano-animal

La relaciébn humano-animal puede ser entendida como un proceso dindmico que resulta de
una historia de interacciones entre dos individuos de manera que ambos adquieren cierta
familiaridad con el comportamiento del otro; lo cual les permite hacer predicciones sobre la
naturaleza de futuras interacciones (Waiblinger et al. 2006). Para ello, se requieren
instancias que permitan un contacto suficiente, a través de interacciones visuales, tactiles,

olfativas y auditivas, para lograr asi un reconocimiento individual mutuo.

De acuerdo con la Teoria del Comportamiento Planeado, propuesta por Ajzen (1991), el
comportamiento del operario al momento de realizar cualquier tipo de manejo esta
modulado por la intencién de llevar a cabo dicha conducta. Esta, a su vez, esti determinada
por un conjunto de actitudes basadas en sus experiencias previas con los animales, las que
fueron establecidas de acuerdo con sus creencias en el &mbito conductual, normativo y de
control (Munoz et al., 2019). Segun el tipo de comportamiento del operario con el animal,
este (ltimo puede percibir una interaccion como negativa, neutra o positiva (Waiblinger et
al., 2006). Una relacion humano-animal de naturaleza negativa puede afectar el bienestar
del animal debido a que éste respondera con niveles de miedo y estrés considerables, lo
cual trae consigo consecuencias negativas en su bienestar y productividad (Figura Nro. 1)
(Rault et al., 2020). Por ejemplo, Brajon et al. (2015) expone que el uso de elementos de
manejo aversivos en cerdos, tales como golpes o leves descargas eléctricas, inducen una
respuesta de miedo exacerbada y una consiguiente respuesta de estrés fisiol6gico que

repercute en su conducta, bienestar y productividad.

OPERARIO ANIMAL

BIENESTARY

ACTITUDES > COMPORTAMIENTO ) MIEDO > PRODUCTIVIDAD

INTENCION ESTRES

Figura Nro. 1. Modelo de las interacciones humano-animal. Adaptado de Hemsworth y Barnett
(2000).



Miedo y estrés

Existe cierta controversia sobre la definicion y medicién del miedo en los animales, sin
embargo, éste puede ser definido como un estado o emocion indeseable que aparece frente
a estimulos especificos y que da lugar a conductas defensivas o de huida por parte del
animal (Hemsworth y Barnett, 2000). Ademas, el miedo activa una respuesta fisiologica, la
cual esta dada por la activacién de la rama simpética del sistema nervioso autonomo y el
sistema neuroendocrino con el fin de permitirle al animal enfrentar los desafios fisicos y/o

emocionales gatillados por el miedo (Hemsworth y Coleman, 2011).

El miedo hacia el humano es uno de los principales estimulos negativos que desencadenan
la respuesta de estrés en los animales. Segun Moberg (2000), el estrés puede ser definido
como la respuesta bioldgica que se produce cuando un individuo percibe una amenaza
(estresor) a su homeostasis. Ademas, en el momento en que esta respuesta al estrés se
convierte en una amenaza para el bienestar del animal, éste experimentara el fenébmeno de
diestrés. Numerosos estudios indican que cuando se aplican manejos aversivos de forma
regular en el tiempo, tales como, golpes o leves descargas eléctricas, se produce una
respuesta de miedo seguida por una respuesta de estrés, la cual conlleva a la activacion
de distintas respuestas biologicas de defensa por parte del animal (Hemsworth y Coleman,
2011). Frente a estas situaciones estresantes, los cerdos pueden responder tanto
conductual (ej. conductas de evasion o huida frente al operario) como fisiol6gicamente (gj.
aumento del ritmo cardiaco, presion arterial y temperatura corporal), y con respuestas a
corto y a largo plazo (Spoolder y Waiblinger, 2009). La respuesta al estrés a corto plazo (o
estrés agudo) puede durar de minutos a horas y consiste principalmente en evitar el
estimulo estresor, la cual muchas veces va acompafiado de una activacion del sistema
nervioso simpético y un aumento en la secrecion de corticoesteroides. La finalidad de esta
respuesta es liberar la energia almacenada dentro del organismo para generar un aumento
en el rendimiento metabdlico y responder adecuadamente a la situacibn/amenaza que
produce el miedo (Hemsworth y Coleman, 2011). Sin embargo, si esto es insuficiente para
afrontar la respuesta de estrés, o el estresor se mantiene en el tiempo, los cerdos emplearan
estrategias de afrontamiento a largo plazo (estrés crénico), las cuales pueden repercutir
negativamente en su bienestar y rendimiento, debido al alto costo biol6gico que conlleva la
activacion cronica del eje hipotalamo-hipdfisis-adrenal (HHA) (Spoolder y Waiblinger, 2009).
Existen numerosos autores que sugieren esto ultimo, por ejemplo, Hemsworth y Coleman

(2011) describen que cerdos que presentan una respuesta de estrés crénico pueden sufrir



efectos como una disminucion en la capacidad reproductiva, un crecimiento reducido y un
deterioro inmunoldgico. Estas afirmaciones coindicen con lo planteado por diversos autores

en base a estudios realizados en humanos (Sapolsky, 2002; Romero y Butler, 2007).

Es importante mencionar que la exposicion repetida a un manejo negativo durante el tiempo
puede dar como resultado un aumento en las concentraciones de cortisol en presencia del
ser humano, lo cual indica una clara respuesta de estrés agudo, mientras que, un aumento
en las concentraciones de cortisol en ausencia del humano indica una respuesta de estrés

crénico (Hemsworth y Coleman, 2011).
Respuesta neuroendocrina al estrés crénico: el rol del cortisol

Existen respuestas fisioldgicas claves frente a estimulos o eventos estresantes, tales como
la activacion del eje simpatico-adrenal-medular (SAM) y la activacion del eje HHA. La
activacion del eje HHA se inicia cuando el sistema nervioso central percibe un factor
estresante y como respuesta a este estimulo se produce la liberacién de la hormona
liberadora de corticotropina (CRH) desde el hipotdlamo (Merlot et al., 2011). El efecto que
produce la accién de la CRH en la adenohipoéfisis produce la liberacion de la hormona
adenocorticotrépica (ACTH), la cual es transportada a través de la sangre a la corteza
suprarrenal donde finalmente se produce la sintesis y liberacion de los glucocorticoides
(principalmente cortisol en mamiferos, y corticosterona en roedores, aves y reptiles)

(Hemsworth y Coleman, 2011).

En distintas especies se ha estudiado la relacion entre el tipo de matriz y la concentracién
de los niveles de cortisol (como medida de estrés) en el tiempo (Russell et al., 2012; Bacci
et al., 2014). Por ejemplo, se han empleado muestras a partir de sangre, saliva, orina y
heces para establecer niveles de cortisol en un corto y mediano plazo, mientras que se han
utilizado muestras a partir del pelo para medir niveles de cortisol frente a estresores que

ejercen un efecto en un mediano y largo plazo (Tallo-Parra et al., 2015).

Cabe destacar que los corticoesteroides circulan en tres fracciones en el organismo, la
primera fraccion esta fuertemente unida a una globulina, la segunda esta débilmente unida
a albumina y la tercera circula como fraccion libre (Hemsworth y Coleman, 2011). Las
concentraciones de cortisol total son un indicador certero de la actividad biologica del animal
durante las respuestas de estrés agudo, sin embargo, es la fraccion libre la que refleja la
actividad biol6gica durante las respuestas de estrés cronico (Hemsworth y Barnett, 2000).
Sumado a las estimaciones anteriores y con el fin de cuantificar los niveles de cortisol

mantenidos en el tiempo (debido al estrés cronico), numerosos estudios se han basado en

5



la extraccion de cortisol desde las fibras de pelo como un método no invasivo para medir el
estrés cronico en los animales (Hemsworth et al., 1981; Davenport et al., 2006; HeimbUrge
et al., 2020). Para realizar estas mediciones, es importante considerar las tasas medias de
crecimiento del pelo, la que en el caso de los cerdos es de 0,7 centimetros por mes (Bacci
et al.,, 2014). Este antecedente permite estimar el tiempo necesario entre una toma de
muestras y la otra, ya que determina cuanto tarda en crecer una cantidad de pelo suficiente

para obtener una muestra representativa.

Cortisol en pelo como método para la medicion de estrés croénico: su incorporacion

alafibra

A pesar de que los mecanismos precisos por los cuales el cortisol es depositado en el pelo
no han sido completamente develados, se acepta que las concentraciones de cortisol en el
pelo reflejan un indice de la actividad del eje HHA durante semanas a meses (Meyer y
Novak, 2012). Segun Burnard et al. (2017), existen 3 mecanismos principales que
explicarian como el cortisol llega a depositarse en el pelo: (1) el cortisol circulante puede
salir del plasma, cruzar el endotelio, entrar en el liquido extracelular que rodea el foliculo y
adentrarse en las células del bulbo; (2) el cortisol circulante puede salir de los vasos
sanguineos y ser atraido por la superficie de la cuticula (durante la fase de queratinizacion)
para ingresar a la fibra (a un tercio de distancia desde el bulbo hasta la superficie de la piel);
(3) el cortisol circulante es captado por células de la glandula sebacea (sebocitos) y

secretado al interior de la fibra a través de los lipidos liberados por sebocitos maduros.

De esta manera, conociendo la tasa de crecimiento del pelo y el lugar de incorporacion del
cortisol, es posible predecir el tiempo que tardan en emerger las concentraciones de cortisol
(unidas al pelo) por sobre la superficie de la piel y asi extraer una muestra representativa

que refleje la actividad cronica del eje HHA.

Respuesta productiva en animales al estrés crdonico desencadenada por el miedo

hacia el humano

La constante relacion entre el miedo y la productividad en la industria carnica ha estimulado
diversas investigaciones, particularmente en cerdos (Hemsworth y Barnett, 2000). De
hecho, se ha considerado que la respuesta de miedo es el principal factor asociado con la
reduccion de la produccion comercial en cerdos y esto es debido a que este estado afectivo
negativo y constante en el tiempo produce una respuesta de estrés cronico con efectos

deletéreos sobre el bienestar animal (Hemsworth y Coleman, 2011).



Existe evidencia sustancial respecto a los efectos negativos que pueden tener las hormonas
del estrés en el crecimiento y desempefio productivo de los cerdos. Por ejemplo, ademas
de producir un aumento en el tamafio de las glandulas adrenales, la activacion crénica del
eje HHA inducida por interacciones humano-animales negativas, produce la supresion de
la secrecion de la hormona de crecimiento (GH) y al mismo tiempo, los corticoesteroides
pueden provocar resistencia de los tejidos diana a los efectos de la GH (Hemsworth y
Coleman, 2011). Por otro lado, se ha visto que los corticoesteroides también estimulan
indirectamente la lipolisis y glucogendlisis a través del favorecimiento de la sintesis y accion
de la adrenalina en los érganos diana (Hemsworth y Barnett, 2000). Adicionalmente, se
determiné que la elevacion crénica de los corticoesteroides puede desencadenar un
balance nitrogenado alterado, por lo que el animal puede presentar una tasa de crecimiento
reducida por la disminucién en la incorporacion de aminoacidos a la proteina (Hemsworth
etal., 1981). Al mismo tiempo, se ha reportado que una interaccibn humano-animal negativa
tiene efectos deletéreos sobre los indices reproductivos, reduciendo la tasa de prefiez en
cerdas primerizas junto con aumentar los intervalos entre nacimiento entre lechones y su
tasa de mortalidad durante el periparto (Tallet et al., 2018). En el caso de los machos, se
ha reportado que los cerdos tratados con un manejo aversivo durante el tiempo presentaron
una disminucion en el tamafio testicular y una disminucién en la coordinacion de la conducta

de apareamiento (Hemsworth et al.,1986; Spoolder y Waiblinger, 2009).



HIPOTESIS

Cerdos en etapa de recria expuestos a una relacion humano-animal negativa en el tiempo,
presentardn un aumento en las concentraciones de cortisol libre en pelo y una repercusion
negativa en los pardmetros productivos, asociados a estrés cronico, en comparacion a

cerdos tratados positivamente.

OBJETIVO GENERAL

Evaluar el efecto de la calidad de la relacion humano-animal sobre la respuesta de estrés
cronico y parametros productivos de cerdos de recria.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Evaluar el efecto de la calidad del manejo humano-animal sobre las concentraciones

de cortisol libre presente en pelo en cerdos de recria.

2. Evaluar el efecto de la calidad del manejo humano-animal sobre los parametros

productivos en cerdos de recria.



MATERIALES Y METODOS
Area de estudio

La investigacion se llevo a cabo en la Unidad de Manejo Animal Porcina (UMA) ubicada en
la Facultad de Ciencias Veterinarias y Pecuarias de la Universidad de Chile (FAVET). Esta
instalacion experimental se encuentra ubicada en la comuna de La Pintana, provincia de

Santiago, en la Region Metropolitana de Santiago.

Los protocolos experimentales fueron previamente aprobados por el Comité Institucional de
Cuidado y Uso de Animales (CICUA) de la Universidad de Chile (22552-VET-UCH; Anexo
Nro. 1).

Animales, alojamiento y practicas de manejo

Para el experimento se utiliz6 un total de 36 cerdos de recria (hembras), los cuales,
posterior a su destete (a los 21 dias de edad) fueron transportados desde una granja porcina
comercial (Empresa DINACAR S.A, Melipilla, Regién Metropolitana de Santiago) hasta las
instalaciones de la UMA en FAVET (Dia 1; Tabla Nro. 1). El transporte se realizé bajo la
normativa de transporte de ganado de la legislaciéon chilena vigente (Decreto N° 30, Ley
20.380). Una vez que los animales llegaron hasta las instalaciones, fueron identificados y
alojados aleatoriamente en 12 corrales de recria, en grupos de 3 cerdos por corral. Cada
corral tenia un tamafio de 2,4 m? y cada animal poseia una superficie disponible para el
movimiento de 0,8 m? dentro del corral. La superficie de concreto de cada corral fue
recubierta con tapetes de goma antifatiga. La identificacion de los animales fue realizada
mediante el uso de crotales de plastico numerados y de diferentes colores. Durante las dos
primeras semanas los cerdos estuvieron expuestos a un periodo de aclimatacion a las

instalaciones, condiciones de manejo y al personal que participé en el estudio.

En relacion con las condiciones de alojamiento, la unidad en donde se alojaron los cerdos
se encontraba equipada con 2 ventanas para intercambio pasivo de aire, 2 extractores de
aire y 1 intractor de aire forzado. Se realiz6 un manejo luminico de forma natural y artificial,
con un fotoperiodo de 12 horas. En un principio, se mantuvo una temperatura de 27°C y

luego ésta se disminuy6 progresivamente hasta llegar a los 21°C.



Tabla Nro. 1. Calendario del disefio experimental.

Dia del Edad de los Evento Lugar Medicién
experimento cerdos (dias)
1 21 Destete Granja -
comercial
1-14 21-34 Aclimatacién UMA-FAVET -
16-61 36-81 Sesiones de manejo  UMA-FAVET -
15, 64 35-84 Obtencion de UMA-FAVET Cortisol
muestras de pelo
1, 8, 15, 22, 21, 28, 35, 42, Medicion de los UMA-FAVET Peso, CMD,
29, 36, 43,50, 49, 56, 63, 70, indices productivos GMD, CA
57,64, 71 77, 84,91

UMA: Unidad de Manejo Animal; CMD: Consumo Medio Diario de Alimento; GMD: Ganancia Media

Diaria de peso; CA: Conversion Alimentaria.

Cada corral cont6 con un comedero, un bebedero y una lampara de calor. Los cerdos
tuvieron acceso a alimento y agua ad libitum durante todo el experimento. La alimentacién
fue en base a una dieta comercial estdndar para lechones (CHAMPION S.A, Peiiaflor,
Regién Metropolitana de Santiago), de acuerdo con los requerimientos sugeridos por el
National Research Council (NRC, 2012). El etiquetado nutricional del alimento (Anexo Nro.
2), la tabla composicional completa del alimento (Anexo Nro. 3) y la informacién de los
macro y micro ingredientes que contiene (Anexo Nro. 4) se presentan en la seccion
complementaria de Anexos. Esta dieta fue otorgada durante todo el periodo experimental.
Concluido este periodo, los cerdos fueron enviados a una planta faenadora de animales

(Faenadora y Frigorifico Cordillera S.A, Region Metropolitana de Santiago).
Manejos

Al finalizar el periodo de aclimatacion, cada corral fue asignado aleatoriamente a uno de los
siguientes tipos de manejo (4 corrales/tratamiento; 3 cerdos/corral; 12 cerdos/tratamiento),
relativos a diferentes tipos de experiencia con el humano (Figura Nro. 2). Los manejos
fueron aplicados durante aproximadamente 6 semanas consecutivas (6 semanas y 3 dias;
Dias 16-61). Con el fin de obtener resultados que avalen una respuesta marcada en la
variacion en las respuestas de afinidad y miedo hacia el humano, los protocolos de manejo
fueron disefiados en base a investigaciones previas (Hemsworth et al., 1981; Tallet et al.,
2014; Brajon et al., 2015).
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Para prevenir el posible contagio emocional entre los animales de los distintos grupos de
tratamiento, se limitd el contacto visual entre ellos mediante la instalacion de paneles y
cortinas negras entre los corrales. Ademas, con el fin de evitar que la realizacion de los
manejos positivos, negativos y minimos se ejecutaran de forma simultaneamente, se le
asigno a cada grupo un horario definido dentro del dia, el cual no coincidi6 sincronicamente

con los demés grupos.

MHN MHM MHP
"’ ‘n A ‘L’ F’/ i F’ vn/ \ " v~/ \ ‘/ Y- / 1 "/ ‘*I |
ACCESO
‘v;/ .Y;I ‘:/T b 4 . ¥/ : VF, ‘
MHN MHM MHP

Figura Nro. 2. Disposicion de los corrales durante el periodo experimental. MHN= Manejo Humano

Negativo; MHM= Manejo Humano Minimo; MHP= Manejo Humano Positivo.

a) Manejo humano positivo (MHP, n= 12 cerdos): A partir de la segunda semana post

destete, los cerdos de 4 corrales recibieron contactos tactiles positivos a largo plazo
(6 semanas y 3 dias). De lunes a viernes, cada uno de los 12 cerdos recibio
individualmente un contacto suave y gentil durante dos minutos, dos veces al dia
(AM y PM).

El manejo en cada sesién se estandariz6 conforme al protocolo utilizado por Tallet
et al. (2014) el cual esta descrito a continuacion: (1) el operario debia ingresar al
corral y permanecer inmovil durante 30 segundos; (2) Posteriormente, se sentaba
en una banqueta plastica y permanecia inmévil durante 1 minuto; (3) Acabado el
minuto, el operario debia extender su mano hacia el cerdo y si este no se movia, el
operario intentaba tocarlo; (4) Si el animal aceptaba el contacto, el operario debia

otorgar un contacto tactil suave a cada animal, el cual consistia en acariciarlo con la
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b)

palma de la mano, desde la cabeza hacia la espalda, con una frecuencia de 1 caricia
cada 2 segundos durante 2 minutos; (5) Luego de cada sesion, el operario debia

abandonar el corral (Figura Nro. 3).

En relacién con los protocolos de alimentacion, limpieza y control de salud, estos
fueron realizados de acuerdo con las practicas diarias realizadas en los planteles
comerciales. En cada uno de los manejos, se realizo la alimentacion desde fuera de
los corrales vaciando el contenido directamente al comedero. Por otro lado, la
limpieza fue realizada desde dentro de los corrales, lo cual dio la posibilidad de

interactuar a los cerdos con su respectiva operaria.

Figura Nro. 3. Diagrama que ilustra el manejo gentil realizado por la operaria encargada del

manejo humano positivo de los animales.

Manejo_humano negativo (MHN, n= 12 cerdos): Un total de 12 animales fueron

sometidos a un estrés cronico de cardcter intermitente y a largo plazo (6 semanas y
3 dias). Estos fueron expuestos repetida e impredeciblemente a distintos estresores
(de manejo humano) de caracter agudo, los cuales, a pesar de ser considerados
reforzamientos negativos, no alcanzaron a ser dolorosos para los animales
(Hemsworth et al., 1981; Brajon et al., 2015). Durante cada semana, (lunes a
viernes), cada uno de los 12 cerdos recibié un manejo negativo durante dos minutos
dos veces al dia (AM y PM).
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La estandarizacién del manejo consistié en que el operario debia ingresar al corral
de recria y realizar aleatoria y combinadamente los siguientes manejos no
placenteros para los animales, de esta manera el operario: (1) perseguia, capturaba
y levantaba brevemente a cada cerdo con movimientos repentinos y rapidos (Brajon
et al., 2015) (Figura Nro. 4); (2) intentaba colocar una soga alrededor del hocico de
cada cerdo (Hemsworth et al., 1981); (3) intentaba colocar una bozal alrededor del
hocico de cada cerdo; (4) con una pistola de resorte, disparaba una bola de plastico
expansible (goma eva) de 6 mm en el tronco de cada cerdo. Luego de esto, si un
cerdo ingresaba a un area cercana al operario, éste debia dispararle al cerdo en el
tronco y simultdneamente agitar sus brazos en direccion al cerdo (Brajon et al.,
2015); (5) con una pistola de agua, disparaba un chorro de agua en el tronco de
cada cerdo; (6) ahuyentaba al cerdo con la ayuda de un cascabel; (7) aplicaba un
breve shock eléctrico con la ayuda de una picana eléctrica en caso de que el cerdo
se acerque al area alrededor de la operaria (realizado Unicamente en los Ultimos

dias de manejo).

En relacién con los protocolos de alimentacién, limpieza y control de salud, estos
fueron realizados de acuerdo con las practicas diarias realizadas en los planteles

comerciales.

Figura Nro. 4. Diagrama que ilustra el manejo aversivo realizado por la operaria encargada

del manejo humano negativo de los animales.
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c) Manejo humano minimo (MHM, n= 12 cerdos): Los animales pertenecientes al grupo

control recibieron un contacto humano minimo, limitado solo a las practicas diarias
realizadas en planteles comerciales de cerdos (alimentacion, limpieza y control de
salud) (Luna et al., 2021).

Durante el periodo experimental, el manejo de los animales estuvo a cargo de tres operarias
(previamente capacitadas). Una de ellas estuvo a cargo del grupo MHN (la cual vistié un
overol naranjo), otra estuvo a cargo de los grupos MHP (la cual vistié un overol gris), y la
tercera estuvo a cargo del MHM (la cual vistié un overol azul).

Obtencion de muestras para la medicidon de cortisol

Se recolectaron muestras de pelo de todos los animales en dos periodos de tiempo (Dia 15
y 64) para evaluar los niveles de cortisol (fraccion libre) en respuesta al estrés crénico en
ausencia del operario. Este procedimiento estuvo a cargo de tres operarias y fue realizado
dentro de la sala de obtencion de muestras ubicada en un area aledafia a los corrales. La
recoleccién comenz6 por el MHN, seguido por el MHM y finalmente el MHP. La zona de
recoleccién de muestras correspondié a la region dorsolumbar, debido a que diversos
estudios han evidenciado que en esta area existen mayores concentraciones de cortisol en
comparacion a otras zonas, como por ejemplo en la region de los flancos (Casal et al.,
2017a; Heimblrge et al., 2020). Para ello, en cada animal se delimité un area rectangular
de 10 x 15 cm en la regién dorsolumbar (tomando como referencia la base de la cola), en
la cual se recolectaron las muestras de pelo con la utilizaciéon de una maquina eléctrica de
cortar pelo (Figura Nro. 5). La maquina de cortar pelo se desinfectdé debidamente con un
cepillo y alcohol desnaturalizado al 70° entre cada animal. Por cada animal, se depil6 una
cantidad de pelo suficiente para recolectar 250 mg de pelo durante el procedimiento
posterior. De esta manera, el area de cada animal se depil6 el dia 15 (para obtener una
muestra de cortisol basal; t0) y luego fue nuevamente depilada el dia 64 (al finalizar el

periodo de tratamiento; t1).

Las muestras recolectadas fueron congeladas a -20°C dentro de bolsas de plastico

herméticas, evitando la exposicién a la luz hasta ser procesadas.
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Figura Nro. 5. Referencia del area depilada para la obtencion de muestras de pelo.
Extraccion y analisis del cortisol

Para la extraccion del cortisol del pelo, se utilizaron los protocolos descritos por Olvera-
Maneu et al. (2021) y Roelofs et al. (2019) con algunas modificaciones. De cada muestra,
se recolectaron 250 mg de pelo y se coloraron en un tubo Falcon de 15 ml. Cada muestra
se lavo 3 veces con 5 ml de isopropanol (COPROLAN ®) y se agité en un vortex a 3000
rom durante 2,5 minutos para eliminar las fuentes externas de esteroides. Luego, el
sobrenadante se separ6 por decantacién. Para ello, las muestras de pelo se dejaron secar
a temperatura ambiente por 5 dias consecutivos dentro de una campana de flujo laminar
vertical (BIOBASE ®). Después del secado, las muestras fueron almacenadas a -80°C
hasta su posterior trituracién. Para continuar con la extraccion, las muestras de pelo fueron
cortadas en pequefios tamafios con la ayuda de un bisturi, recolectandose 40 mg de pelo
por cada muestra las que posteriormente fueron almacenadas en tubos Eppendorf de 2 ml.
A cada tubo se le afadieron 4 esferas de zirconio de 2mm y se introdujeron a un
homogenizador (Tissuelyser II,QIAGEN ®) por 2 ciclos de 15 min a 30 Hz. Una vez
concluido el proceso, a cada muestra se le afiadié 1 ml de metanol (COPROLAN ®). Las
muestras se dejaron incubar a 100 rpm a 36°C por 24 hr para la extraccién de
corticoesteroides. Posteriormente, las muestras se centrifugaron a 9500 rpm x 5 min y se
transfiri6 0,6 ml de sobrenadante a un nuevo tubo Eppendorf de 2 ml. Las muestras de
dejaron secar por 24 hr dentro de la campana de flujo de aire hasta la evaporacion completa.
Una vez finalizado el proceso, las muestras se reconstituyeron con 0,250 ml de tampon

fosfato salino (Thermo Fisher Scientific ®), se agitaron en un vortex a 1200 rpm x 30 seg y
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se almacenaron a -20°C hasta su analisis con el kit ELISA Salimetrics Salivary Cortisol
(Salimetrics, State College, Pensilvania, EE. UU) (Figura Nro. 6). Las muestras de ELISA

fueron leidas con un lector de microplacas (EPOCH, BioTek ®) (Figura Nro. 7).

Figura Nro. 6. Kit ELISA Salimetrics Salivary Cortisol utilizado durante el experimento.

Para convertir los resultados del ensayo desde microgramos por decilitro (ug/dL) a
picogramos por miligramos (pg/mg) se utilizo la formula utilizada por Meyer et al. (2014):

(A/B) * (C/D) * E * 10,000 = F
En donde:
A = resultado en pg/dl
B = peso (en miligramos) de pelo sometido a la extracciéon
C = volumen (en mililitros) de metanol afiadido al cabello triturado
D = volumen (en mililitros) de metanol recuperado del extracto y posteriormente secado
E = volumen (en mililitros) de tampdn de ensayo utilizado para reconstituir el extracto seco

F = valor final de la concentracion de cortisol en el cabello en picogramos por miligramos

(pg/mg)
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Medicién de los indices productivos

Los dias lunes de cada semana se pesaron los animales individualmente, anotando su peso
en kg en conjunto con el registro diario de ingreso de alimento (en gramos) en cada corral
dependiendo de los requerimientos de los animales (Tabla Nro. 1). Adicionalmente, se
registr6 semanalmente el alimento sobrante para determinar el consumo diario por corral y
por cerdo. Lo anterior fue realizado con el objetivo de estimar el consumo medio diario de
alimento (CMD). Ademas, con los parametros mencionados se calculo el cociente entre la
ganancia de peso semanal y los dias de la semana para obtener la ganancia media diaria
de peso (GMD) y se estimé la cantidad de kg de peso que aumentaba el animal por cada
kg de alimento consumido para determinar la conversion alimentaria (CA) de los cerdos

durante el periodo productivo.
Andlisis estadistico

Cortisol en pelo

Los datos asociados a la concentracion de cortisol en el pelo luego de 6 semanas y 3 dias
de manejos fueron analizados mediante una prueba de ANOVA utilizando un Modelo Lineal
General a través del programa SPSS version 22.0 (IBM Corp, Armonk, NY, USA). Se
considero6 el tratamiento (MHP, MHM y MHN) como efecto fijo. El cerdo fue considerado la
unidad experimental (N=36). Los residuos en el modelo fueron examinados para verificar la
normalidad y homocedasticidad de la varianza. Los resultados serdn presentados como
medias marginales estimadas y error estandar de la media. La significancia de los efectos
sera probada con la prueba de ajuste post hoc de Tukey. Se consideré un nivel de
significacion de 0,05, y valores entre 0,05 < P < 0,1 se consideraron como tendencia a la
significacion.

Datos productivos

Los datos productivos recopilados tales como el peso vivo, la ganancia diaria de peso
(GDP), el consumo diario de alimento (CMD) y la conversiéon alimentaria (CA), fueron
analizados como medidas repetidas a través del procedimiento MIXED de SAS (version 9.0,
SAS Institute; Cary, EE. UU.). Se utilizé al cerdo como unidad experimental (N=36) para la
medicion de los parametros productivos como peso y GDP, y el corral como unidad
experimental (n=12) para la estimacion del CMD y CA. Se consideraron como efectos fijos
el tratamiento (MHP, MHN, MMH), el periodo (periodo 1: semana 3 ala 5; periodo 2: semana

5 ala 7; periodo 3: semana 7 a la 10; periodo 4: semana 3 a la 10) y su interaccion. Los
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valores promedios fueron comparados por medio de LSMeans. Diferencias significativas
entre medias fueron determinadas a través de una prueba de t de Student. Se considerd un
nivel de significacion de 0,05, y valores entre 0,05 < P < 0,1 se consideraron como tendencia

a la significacion.
RESULTADOS

Obj. esp. 1: Evaluar el efecto de la calidad del manejo humano-animal sobre las

concentraciones de cortisol libre presente en pelo en cerdos de recria.

Los resultados de las concentraciones de cortisol presentes en el pelo de los cerdos al dia
64 del periodo experimental se observan en la Tabla Nro. 2. Estos resultados reflejan las

concentraciones de cortisol acumuladas durante todo el periodo experimental (Dias 16-64).

Se encontraron diferencias significativas entre los tratamientos (F2/33 = 4,698, p = 0,016),
observando que los cerdos del grupo MHN presentaron concentraciones mas elevadas en
comparacion al grupo MHP (p = 0,013). Sin embargo, no se observaron diferencias

significativas entre el grupo MHM respecto al grupo MHP (p = 0,481) y MHN (p = 0,163).

Tabla Nro. 2. Concentraciones de cortisol libre presentes en el pelo de cerdas de recria al
finalizar el periodo experimental. Los resultados son expresados en términos de medias

marginales estimadas y error estandar de la media.

MHP MHM MHN Valor-p

Concentraciones
de cortisol en pelo 8,646 + 0,0132 10,938 + 0,013% 14,147 + 0,013° 0,013

(pg/mg)

Valores con letras diferentes difieren significativamente (a, b= p < 0,05). MHP= Manejo Humano
Positivo; MHM= Manejo Humano Minimo; MHN=; Manejo Humano Negativo; pg= picogramo; mg=

miligramo.

Obj. esp. 2: Evaluar el efecto de la calidad del manejo humano-animal sobre los

parametros productivos en cerdos de recria.

Los resultados del peso vivo, la ganancia diaria de peso, el consumo medio diario de
alimento y la conversién alimentaria de los tres grupos experimentales se observan en la
Tabla Nro. 3. Estos resultados se evaluaron a partir de la division de las semanas del
experimento en subperiodos dentro de los cuales se considerd un periodo inicial desde la
semana 3 a la 5 de las sesiones de manejo, un periodo intermedio desde la semana 5 a la

7, un periodo final desde la semana 7 a la 10, y un periodo general desde la semana 3 a la
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10, el cual abarcé todo el proceso experimental. Desde una perspectiva general, se observo
que, para el parametro del peso vivo no hubo un efecto del tratamiento (F2/33 = 0,87, p =
0,42) pero si hubo un efecto del periodo (F3/33 = 340,42, p < 0,001) y de la interaccion entre
ambos factores (F 6/33 = 3,72, p = 0,006). Con respecto al parametro del consumo medio
diario, se observé que no hubo un efecto del tratamiento (F2/9 = 0,99, p = 0,40) pero si hubo
un efecto del periodo (F3/9 = 97,31, p < 0,001) y una tendencia a la significacién en la
interaccion entre ambos factores (F 6/9 = 2,67, p = 0,08). En relacion con el pardmetro de
la ganancia diaria de peso, no hubo un efecto del tratamiento (F2/33 = 1,03, p = 0,36) pero
si hubo un efecto del periodo (F3/33 = 130,99, p < 0,001) y de la interaccion entre ambos
factores (F6/33 = 4,29, p = 0,002). Por ultimo, se observo que, para el pardmetro de la
conversion alimentaria tampoco se encontré un efecto del tratamiento (F2/9 = 1,01, p =
0,40). Sin embargo, si se encontré un efecto del periodo (F3/27 = 11,90, p < 0,001) y de la

interaccion entre ambos factores (F6/27 = 2,98, p = 0,02).

En el primer periodo registrado, desde la semana 3 a la semana 5 de las sesiones de
manejo, se observé una tendencia a la significacién entre los tres grupos tratamientos para
el consumo diario de alimento (F6/9 = 2,67, p = 0,08). Sin embargo, luego de realizar
comparaciones entre pares en el periodo de interés, se observé que los cerdos del grupo
MHP presentaron un mayor consumo diario en comparacion a los cerdos del grupo MHM [t
=-2,32,df =9, p = 0,04], y una tendencia a la significacion respecto a los cerdos del grupo
MHN [t = -2,03, df = 9, p = 0,07]. No se encontraron diferencias en el consumo diario para
los grupos MHM y MHN [t = -0,29, df = 9, p = 0,77]. Paralelamente, se observaron
diferencias significativas entre los tratamientos para la conversion alimentaria (F6/27 = 2,98,
p =0,02). Luego de la comparacién entre pares se observo que los animales del grupo MHP
presentaron una menor conversion en comparacion con el grupo MHM [t = 3,54, df = 27, p
<0,001]y el grupo MHN [t = 3,72, df = 27, p = < 0,001], no observandose diferencias entre
los grupos MHM y MHN [t = -0,18, df = 27, p = 0,85]. Para el periodo de interés, no se
observaron diferencias en relacion con el peso inicial ni ganancia diaria de peso luego de

la comparacion entre pares (p > 0,05) (Anexo Nro. 5).

En el segundo periodo analizado, desde la semana 5 a la semana 7 de las sesiones de
manejo, se observaron diferencias significativas entre los tres grupos tratamientos para el
peso inicial (F6/33 = 3,72 p = 0,006), la ganancia diaria de peso (F6/33 = 4,29, p =0,002) y
la conversion alimentaria (F6/27 = 2,98, p = 0,02) y una tendencia a la significacion en el

consumo medio diario (F6/9 = 2,67, p = 0,08). Sin embargo, luego de la comparacion entre
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pares, no se observaron diferencias entre tratamientos en ninguno de los parametros del

periodo seleccionado (p > 0,05) (Anexo Nro. 5).

En relacion con el tercer periodo registrado, desde la semana 7 a la 10, se observaron
diferencias significativas entre los tres grupos tratamiento para la ganancia diaria de peso
(F6/33 = 4,29, p = 0,002). Se observé que el grupo MHP presentd una mayor ganancia de
peso en comparacion con los grupos MHN [t =-2,21, df = 33, p = 0,03] y MHM [t = -2,64, df
= 33, p = 0,01], no observandose diferencias entre los grupos MHM y MHN [t = -0,42, df =
33, p = 0,67]. Respecto a las otras variables productivas, se encontraron diferencias en el
peso vivo (F6/33 = 3,72 p = 0,006), y la conversion alimentaria (F6/27 = 2,98, p = 0,02) y
una tendencia a la significacion en el consumo medio diario (F6/9 = 2,67, p = 0,08) entre
los grupos de tratamiento. Sin embargo, luego de la comparacién entre pares, no se
observaron diferencias entre tratamientos en ninguno de los pardmetros del periodo
seleccionado (p > 0,05) (Anexo Nro. 5).

En cuanto al periodo general analizado, desde la semana 3 a la 10, se observaron
diferencias significativas entre los tres grupos tratamientos para el peso inicial (F6/33 = 3,72
p = 0,006), la ganancia diaria de peso (F6/33 = 4,29, p = 0,002) y la conversién alimentaria
(F6/27 = 2,98, p = 0,02) y una tendencia a la significacién en el consumo medio diario (F6/9
= 2,67, p = 0,08). Sin embargo, luego de la comparacion entre pares, no se observaron
diferencias entre tratamientos en ninguno de los parametros del periodo seleccionado (p >
0,05) (Anexo Nro. 5).
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Tabla Nro. 3. ParAmetros productivos de cerdos de recria sometidos a diferentes tipos de

manejo humano. Peso vivo, consumo medio diario de alimento (CMD), ganancia diaria de

peso (GDP) y conversion alimentaria (CA), segun tratamiento para cada uno de los periodos

analizados.
Periodo MHP MHM MHN EEM Valor-p

Semana 3-5
Peso Inicial (9) 9.086 8.872 8.526 271,48 0,15
CMD (g/d) 648,522 442,90b 468,60P 62,68 0,04
GDP (g/d) 267,23 252,48 259,91 17,97 0,56
CA 0,42a 0,57b 0,58b 0,02 < 0,001
Semana 5-7
Peso (9) 12.827 12.406 12.165 478,69 0,33
CMD (g/d) 704,12 650,80 665,43 73,80 0,62
GDP (g/d) 303,41 318,79 303,30 21,42 0,61
CA 0,44 0,49 0,46 0,02 0,26
Semana 7-10
Peso (g) 17.075 16.869 16.411 675,38 0,49
CMD (g/d) 955,85 831,12 855,65 74,82 0,26
GDP (g/d) 552,322 449,95b 466,43P 27,43 0,01
CA 0,58 0,55 0,56 0,02 0,47
Semana 3-10
Peso final (g) 28.674 26.318 26.206 1.146 0,13
CMD (g/d) 905,53 795,07 817,65 71,58 0,3
GDP (g/d) 399,74 356,04 360,82 20,47 0,14
CA 0,56 0,54 0,54 0,02 0,67

Valores dentro de una fila con letras diferentes difieren significativamente (a, b: p <0,05). MHP: Manejo

Humano Positivo; MHM: Manejo Humano Minimo; MHN: Manejo Humano Negativo; EEM: Error

Estandar de la media; g: gramos; g/d: gramos por dia.
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DISCUSION

El efecto del estrés crénico en el bienestar y la productividad de los animales ha sido un
tema de gran relevancia en cerdos mantenidos bajo sistemas de produccioén intensiva. Este
tipo de estrés puede ser desencadenado por diversas practicas de manejo, tales como el
empleo de la restriccion fisica de los animales de manera sostenida en el tiempo (por
ejemplo, mediante el uso de jaulas parideras), la privacion de las necesidades ambientales
(por ejemplo, la ausencia de elementos de enriguecimiento ambiental), o la exposicion a
entornos desfavorables (por ejemplo, una elevada densidad animal), entre otros. Un manejo
de naturaleza negativa aplicado de forma regular en el tiempo puede generar respuestas
afectivas vy fisioldgicas perjudiciales en los animales, como puede ser la presentacion de
frustracion y la activacion continua del eje HHA, respectivamente. La activacion sostenida
de este eje repercutird negativamente en la mantencion de la homeostasis del animal, a
través de la modulacién del sistema neuroendocrino, el cual es el encargado de producir y
liberar hormonas importantes durante situaciones de estrés. Una de estas hormonas es el
cortisol, el cual es liberado al torrente sanguineo, pudiendo ser depositado en distintos sitios
del organismo. A pesar de que no en todas las matrices es posible medir concentraciones
de cortisol bajo condiciones de estrés crénico, es posible evaluarlo a través de un aumento

en las concentraciones de cortisol presente en el pelo de los animales.

Otro de los efectos que puede generar el estrés crénico en los animales, es la disminucién
de la eficiencia productiva, la cual es desencadenada por distintas alteraciones en el
metabolismo del animal, tales como el aumento de la lipdlisis, la glucogendlisis o un balance
nitrogenado alterado (Hemsworth et al., 1981; Hemsworth y Barnett, 2000). Esta diminucion
en el rendimiento productivo puede ser evaluada a través del consumo diario de alimento
de los animales, su ganancia diaria de peso y la conversion alimentaria. A continuacion, se
examinara como el estrés crénico interactla con las variables sefialadas en este estudio y
como éstas se relacionan en funcién de la metodologia y resultados con los hallazgos

existentes en estudios anteriores.

Estrés crénico y su medicion a través del cortisol en el pelo

El primer objetivo de la presente Memoria de Titulo fue evaluar el efecto de la calidad del
manejo humano-animal sobre las concentraciones de cortisol libre presentes en el pelo de
cerdos de recria. Los resultados obtenidos muestran claras diferencias en las
concentraciones de cortisol presentes en el pelo entre los animales expuestos a un manejo

humano positivo y negativo. En concreto, se observo que aguellos animales que recibieron
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un manejo negativo por parte de su operaria mostraron, consecuentemente, mayores
concentraciones de cortisol que los animales expuestos a manejos positivos. Estos
resultados contrastan con lo reportado por Carreras et al. (2017), quienes no encontraron
ningun efecto del manejo humano negativo (inmovilizacién, restriccion, presion de aire y
agua hacia los animales y exposicion a ruidos fuertes con una bocina de bicicleta) sobre las
concentraciones de cortisol en pelo en cerdos de engorda, en comparacion a los animales
tratados positivamente (caricias) (20,8 pg/mg vs 17,6 pg/mg respectivamente). Estas
diferencias con nuestros resultados pueden ser explicadas debido al tiempo de exposicion
de los animales a los manejos negativos. En el estudio de Carreras et al. (2017), cada
animal fue sometido durante 8 semanas a un manejo negativo aplicado diariamente durante
20 (inmovilizacion, presion de aire y agua, ruidos fuertes) y 40 (restriccién) segundos
respectivamente; en nuestro estudio, en cambio, cada animal recibié un manejo negativo
durante 2 minutos, siendo mas extensos que los realizados por Carreras et al. (2017). La
duracién del estimulo es un factor importante por considerar, puesto que el manejo aplicado
por Carreras et al. (2017) pudo no ser lo suficientemente intenso o prolongado para lograr

alterar la respuesta neuroendocrina de los animales.

Respecto al estudio del estrés cronico y su relacién con las concentraciones de cortisol en
pelo, este se ha replicado en cerdos sometidos a diferentes estimulos o manejos
estresantes, con resultados significativos. Por ejemplo, en los resultados del presente
estudio pueden encontrarse similitudes con los ya obtenidos en el estudio de Prims et al.
(2019). En dicho estudio, lechones de 7 dias sometidos durante 3 semanas a situaciones
estresantes, tales como hacinamiento, privacion de enriquecimiento ambiental y la mezcla
con lechones desconocidos, presentaron niveles de cortisol en pelo mayores, en
comparacion a los cerdos del grupo control (densidad adecuada, grupos sociales estables
y uso de enriquecimiento ambiental) (87,29 pg/mg vs 75,60 pg/mg respectivamente).
Asimismo, los hallazgos obtenidos en el presente estudio son consistentes con los
reportados por Casal et al. (2017b), donde cerdos de engorda alojados en corrales grupales
sin enriquecimiento ambiental (cada corral conté solo con un bebedero y dos tolvas de
alimentacion) durante 8 semanas, presentaron concentraciones de cortisol en pelo mas
elevadas en comparacion con cerdos alojados en corrales con enriquecimiento ambiental
(aserrin, cuerdas de cafiamo natural y pelotas de goma) (7,58 pg/mg vs 3,72 pg/mg

respectivamente).
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Respecto al estrés crénico desencadenado por la falta de libertad de movimiento del animal,
Morgan et al. (2021) demostré que hubo un efecto significativo del nimero dias en que las
cerdas se mantenian restringidas en una jaula de lactancia sobre las concentraciones de
cortisol presentes en el pelo de ellas y sus lechones. En concreto, se reporté que por cada
dia adicional que una cerda era mantenida en una jaula de lactancia, aumentaban los
niveles de cortisol en el pelo de éstas (0,5 pg/mg por dia) y sus lechones (0,36 pg/mg por
cada unidad adicional de cortisol en el pelo de las cerdas). Desde el punto de vista de la
privacion de movimiento, estos resultados se podrian relacionar con la restriccion de
movimiento a la cual fueron sometidos los cerdos pertenecientes al grupo MHN del presente
estudio, lo cual podria indicar que la restriccion fisica del animal ya sea por manejo humano
o0 ambiental, puede ser desencadenante de una condicidn de estrés cronico en los animales

reflejada en una elevada concentracion de cortisol presentes en pelo.

Por su parte, Carlitz et al. (2014) realiz6 un estudio en base a la informacién proporcionada
por los cuidadores de orangutanes pertenecientes a distintos zooldgicos, y demostré que
los orangutanes que habian sido sometidos a situaciones estresantes de manera
prolongada tales como conflictos intragrupales, traslados y enfermedades graves/cronicas
(segun informacién proporcionada por sus cuidadores) presentaron mayores niveles de
cortisol en pelo, en comparacion a orangutanes que no habian sufrido episodios de estrés

(43,6 pg/mg vs 19,3 pg/mg respectivamente).

Respecto a estudios que evallen el estrés cronico experimentado por los animales producto
del manejo o la manipulacion humana, Maas (2000) reporté que aquellos osos de granja
que eran sometidos a la extraccién de bilis experimentaban sufrimiento fisico y mental a lo
largo de sus vidas debido a los mdltiples estimulos dolorosos aplicados en los animales.
Cabe destacar que las granjas de bilis han sido utilizadas histéricamente por algunas
tradiciones de la medicina asiatica, sin embargo, el bienestar de los o0sos se ve
comprometido por la exposicion constante a traumatismos quirdrgicos a traves de canulas
implantadas directamente en la vesicula biliar, por la restriccion de movimiento debido a su
alojamiento en jaulas pequefias o por la ausencia de enriquecimiento ambiental (Narayan
et al., 2018). Estos estudios arrojan resultados que subrayan las conclusiones obtenidas
por Malcolm et al. (2013), el cual demostré que la reubicacion de osos provenientes de
granjas de bilis a un centro de rescate y rehabilitacion fue acompafiada por una disminucion
en los niveles de cortisol en el pelo en comparacion con los animales ubicados en las

granjas de bilis (10,60 ng/g vs 17,29 ng/g). Los resultados de este autor junto con el
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presente estudio proporcionan soporte concluyente de que el estrés inducido por la
interaccion humano-animal a través de procedimientos dolorosos o estresantes para los
animales puede tener efectos cuantificables en el bienestar animal a través de la

determinacion de las concentraciones de cortisol presentes en el pelo.

Un hallazgo inesperado en este estudio fue que los cerdos pertenecientes al grupo MHM
no presentaran valores significativamente diferentes de los grupos MHP y MHN (a pesar de
presentar valores numéricamente intermedios entre estos grupos), puesto que fueron
animales a los que no se les present6 ningun tipo de estimulo de caracter estresante o
placentero. Se prevé que con el desarrollo de un estudio que utilice un tamafio muestral
mas alto, se intensifiquen y consoliden las diferencias entre los tres grupos sometidos a los

distintos tipos de manejo humano.

Es importante destacar que las concentraciones de cortisol presentes en el pelo reflejan
una mirada retrospectiva del estrés cronico experimentado por animales y humanos en
diferentes etapas de sus vidas, lo cual es debido a la naturaleza de crecimiento del foliculo
piloso (Heimblrge et al., 2020). De esta manera, al medir concentraciones de cortisol en
una matriz como el pelo, se obtendran resultados indicativos de una acumulacion de cortisol
en un lapso de semanas a meses. Los resultados de investigaciones recientes en animales
de granja, cautiverio y compariia han demostrado que la medicion de cortisol en pelo es
una matriz Gtil para medir el efecto de situaciones que inducen estrés crénico tales como el
estrés social (monos: Qin et al., 2013; Yamanashi et al., 2016; Yamanashi et al., 2018),
ambiental (cerdas: Bacci et al., 2014; perros: Roth et al., 2016), condiciones de vida (0sos:
Maas, 2000) y alojamiento (cerdos: Casal et al., 2017a; Casal et al., 2017b; conejos: Peric
et al.,, 2017). Por otro lado, existen estudios que no encontraron diferencias en las
concentraciones de cortisol en el pelo de animales sometidos a situaciones estresantes,
incluido cerdos (Carreras et al., 2017; Wiechers et al., 2021; Baqueiro-Espinosa et al.,
2023); esta falta de diferencias significativas resulta un aspecto interesante y relevante para
investigar. Por ejemplo, Wiechers et al. (2021) no encontr6 diferencias en las
concentraciones de cortisol capilar entre cerdas lactantes alojadas individualmente en
jaulas de parto en comparacion a las cerdas alojadas individualmente en un sistema sin
jaulas (permitiendo el libre desplazamiento de la cerda) (2,13 pg/mg vs 1,85 pg/mg). Sin
embargo, los autores establecen que la falta de diferencias en su estudio pudo deberse a
que los estimulos pudieron no ser lo suficientemente estresantes para causar un aumento

en las concentraciones de cortisol en el pelo y que, ademas, los resultados pudieron verse
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afectados por las bajas concentraciones de cortisol producidas por una baja regulacion de

eje HHA debido a situaciones de estrés cronico (Cyr y Romero 2009).

La literatura existente acerca de la influencia del manejo humano-animal sobre las
concentraciones de cortisol en pelo sigue siendo escasa a la fecha, encontrandose un
estudio de Baqueiro-Espinosa et al. (2023), cuyo objetivo fue evaluar si la implementacion
de enriquecimiento (incluidas las caricias) tenia un efecto en la reduccioén de los niveles de
estrés cronico medidos en las concentraciones de cortisol en el pelo en perras de
reproduccion en confinamiento (perreras). Sin embargo, no se encontraron diferencias
significativas entre las concentraciones de cortisol presentes en el pelo de perras que
recibieron distintos tipos de enriquecimiento, en comparacién con aquellas que no
recibieron ningun tipo de enriguecimiento luego de 4 semanas de tratamientos. Segun lo
sefalado por los autores, uno de los motivos de la falta de diferencias significativas pudo
ser que la duracién del tiempo de enriguecimiento (tres dias a la semana durante cuatro
semanas) pudo ser insuficiente para ejercer un efecto en las concentraciones de cortisol en
el pelo. A la fecha, no se han realizado estudios que evallen las diferencias en las
concentraciones de cortisol en pelo en el contexto de una relacion humano-animal positiva,
neutra y aversiva en cerdos de recria, siendo este el primer estudio en adentrarse y explorar

los resultados que derivan de los indicadores y manejos mencionados anteriormente.

Estrés cronico v su implicancia en los parametros productivos

Durante las dos primeras semanas de manejos, se pudo observar que los cerdos que
recibieron caricias presentaron un mayor consumo de alimento en comparacion a los otros
dos grupos, sin embargo, este aumento no se vio reflejado en las otras variables
productivas. Estos resultados concuerdan con los obtenidos en un estudio previo de Day et
al. (2002), el cual consistié6 en someter a cerdos de engorda durante 9 semanas (1 vez al
dia) a distintos tipos de manejo: los cerdos pertenecientes al manejo agradable recibieron
caricias cada vez que contactaron al operario, mientras que los cerdos pertenecientes al
manejo minimo mantuvieron el menor contacto posible con el operario, este ultimo no hizo
ingreso a los corrales de no ser estrictamente necesario. De forma similar a nuestro estudio,
estos autores observaron que dentro de las primeras 5 semanas de manejos, los cerdos
pertenecientes al grupo de manejo agradable consumieron mayor cantidad de alimento en
comparacion a los cerdos del grupo de manejo minimo, sin embargo, este mayor consumo
no se vio reflejado en la ganancia diaria de peso o en la tasa de conversion de alimento. En

su estudio, Day et al. (2002) propuso gque este mayor consumo de alimento por parte de los
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cerdos tratados positivamente podria deberse a que la interaccion con el alimento puede
haber reflejado alguna busqueda de estimulacion con el humano o que en efecto, este
contacto con el humano pudo reducir el impacto del estrés en el apetito de los animales,
aminorando la interrupcion del consumo de alimento que comunmente ocurre debido al
estrés por el cambio de alojamiento. Otra posible explicacion sobre el mayor consumo de
alimento en los cerdos tratados positivamente podria explicarse por lo propuesto por Macht
(1999), el cual expone que los humanos que experimentan emociones de valencia positiva
relacionadas con la alegria vinculan esta emocién con un aumento en el apetito de forma
heddnica. En un estudio realizado por Macht et al. (2002), se le pidi6 a un grupo de hombres
que observaran diferentes fragmentos de peliculas que estimulaban distintas emociones,
tales como ira, miedo, tristeza y alegria y se demostré que luego de que los hombres fueran
sometidos a un fragmento de pelicula que evocaba alegria, éstos presentaron una mayor
tendencia y motivacion a comer chocolate, mientras que, un fragmento triste se relacioné
con una disminucion del apetito. Por su parte, Geliebter y Aversa (2003) al comparar
personas con peso normal y obesidad encontraron que las personas obesas comian en
exceso durante estados emocionales negativos, mientras que las personas con peso
normal lo hacian mayormente frente a estados emocionales positivos. Sin embargo, resulta
interesante mencionar que los estudios sobre el aumento del consumo de alimento
vinculado a un estado emocional positivo siguen siendo escasos. Al mismo tiempo, este
aumento en el consumo de alimento durante las primeras dos semanas de nuestro estudio,
pudo no verse reflejado en una ganancia de peso mayor debido a que se ha reportado que
los cerdos acariciados desde una edad temprana (desde los 5 hasta los 35 dias) por el
humano exhiben mayores conductas de juegos y una mayor actividad locomotora en
ausencia del humano en comparacion a los animales no acariciados (Zupan et al., 2016),
lo cual podria asociarse a un mayor gasto calérico por parte de los animales. Al igual que
el estudio de Zupan et al. (2016) realizado con lechones, seria interesante evaluar en
estudios futuros como el manejo gentil influye en la conducta de juego en cerdos en etapa

de recria.

Durante las tres ultimas semanas de manejo, los cerdos pertenecientes al grupo manejo
humano positivo obtuvieron una ganancia de peso significativamente mayor, en
comparacion a los grupos del manejo humano minimo y negativo. Estos resultados son
concordantes con los reportados por Hemsworth et al. (1981), donde cerdas expuestas a
un manejo placentero aplicado durante 11 semanas (desde las 11 a las 22 semanas de

edad) presentaron una ganancia diaria de peso mayor, en comparacion a las cerdas
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expuestas a un manejo negativo, no encontrandose diferencias significativas en el consumo
total de alimento o en la conversion alimentaria. Por su parte, Hemsworth y Barnett (1991)
encontraron que las cerdas manejadas placenteramente (el experimentador se mantuvo en
cuclillas y cada vez que una cerda se le acercaba, este le otorgaba una caricia) presentaron
mayores ganancias de peso durante las primeras 5 semanas de tratamiento (desde las 8 a
las 12 semanas de edad) en comparacién a las cerdas tratadas negativamente, sin
embargo, al analizar la ganancia de peso de las cerdas durante todo el periodo
experimental, estos investigadores no encontraron diferencias significativas entre los
grupos. Al comparar estos estudios con el presente, considerando la edad de las cerdas al
momento de los manejos, resulta interesante mencionar que durante el periodo 3 de nuestro
experimento (semana 7 a la 10), las cerdas tenian entre 9-12 semanas de edad lo cual
coincide parcialmente con los trabajos ya mencionados. Por otro lado, un estudio de Lirzel
et al. (2015) realizado con terneros, demostré que aquellos animales que recibieron
interacciones gentiles (caricias, hablarles con voz gentil) durante los primeros 14 dias de
vida, presentaron una ganancia de peso mayor a las 12 semanas de vida en comparacion
al grupo que no recibié dichas interacciones. Las investigaciones en torno a la ganancia
diaria de peso influenciada por el tipo de manejo humano y a una edad especifica es
interesante puesto que implica entender el cédmo la interaccion humano-animal puede tener
un impacto significativo en el desarrollo de los cerdos en una etapa crucial de sus vidas. El
entender que existen etapas mas sensibles al entorno y desarrollo social que otras, podria
ayudar a proporcionar pautas que impliquen un manejo 6ptimo en las etapas criticas del
crecimiento de los animales y de esta manera, mejorar la eficiencia productiva de los
animales manteniendo el foco en el bienestar animal. Estos antecedentes abren
interesantes lineas investigativas por lo que podria ser explorado con mas detalle en futuros

estudios que evallen esta interaccion.

Luego de casi siete semanas (semana 3 a la 10) de manejo positivo, neutro y negativo, los
parametros de peso vivo, consumo medio diario, ganancia diaria de peso y conversion
alimentaria de los cerdos del MHP, MHM y MHN fueron numéricamente diferentes, sin
embargo, las diferencias no fueron significativas. El hecho de que el manejo positivo no
haya arrojado diferencias significativas en este estudio esta en concordancia con el estudio
de Wang et al. (2020), donde, de forma similar a nuestro estudio, distintos cerdos de recria
fueron sometidos a un grupo de manejo gentil (el cual consistié en hablarle a los cerdos y
rascarles su cabeza, cuello y espalda durante mas de 1 minuto, dos veces al dia) o grupo

control (el cual consistid en realizar Unicamente la rutina de limpieza dentro del corral,
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evitando el contacto visual o fisico con los animales). Se observd que luego de 6 semanas
de manejos, no existieron diferencias significativas en los parametros productivos
estudiados (ganancia diaria de peso, ingesta diaria de alimento e indice de conversion de
alimento) entre los grupos pertenecientes al manejo gentil y control (Wang et al., 2020). En
su analisis, este autor propuso que una de las razones por la cual no obtuvo diferencias
entre los manejos positivos y minimos fue que, a pesar de que el manejo positivo pudo
afectar positivamente el rendimiento productivo, éste lo hace solo en un periodo breve de
tiempo y que estos efectos pueden desaparecer a medida que los cerdos se adaptan a la
manipulacion positiva. Sin embargo, esta tendencia planteada por Wang et al. (2020) no se
condice con nuestros resultados, ya que, aungue no se observaron diferencias significativas
al analizar la totalidad del periodo experimental, durante las Ultimas dos semanas de
tratamiento, el MHP mostré valores significativamente mas altos en comparacion al MHM y
MHN, y se prevé que estos efectos se hubiesen mantenido en el tiempo. Se propone que
estudios futuros evallien las consecuencias productivas de un manejo humano positivo en
cerdos durante un periodo mas prolongado. De esta manera, se podria analizar si el efecto
beneficioso persiste 0 se atenda a medida que el animal se familiariza con el manejo

positivo.

De igual modo, los resultados de nuestro estudio estdn en concordancia con los obtenidos
por Paterson y Pearce (1992) en donde se observé que el tipo de manejo (placentero,
minimo y aversivo) aplicado a cerdos de engorda de 12 semanas de edad, no ejercio un
efecto significativo en los parametros productivos luego de 8 semanas de tratamiento.
Ademas, los autores describieron que a pesar de que los animales manejados
placenteramente tuvieron un tiempo de aproximacion al operario menor en comparacion al
grupo manejado de forma aversiva, éste no se considerd un factor que contribuyese a un
aumento en la tasa de crecimiento de los animales. Un resultado interesante, en esta misma
linea, fue reportado por de Oliveira et al. (2015) en su estudio, donde se sometio a lechones
de 5-35 dias de edad a distintos tipos de manejos: en el primer grupo todos los lechones
recibieron caricias (A), en el segundo grupo ningun lechén recibié caricias (NA), en el tercer
grupo solo la mitad de los lechones recibieron caricias (50/50A) y en el cuarto grupo la mitad
de la camada no recibi6 caricias, pero si experiment6 la presencia diaria de un humano en
el corral para realizar un trato suave a sus compafieros (50/50NA). En las mediciones de
peso vivo a las 5 y 9 semanas de edad, se observd que los lechones del grupo A no
presentaron una tasa de crecimiento mayor en comparacion a los grupos NH, 50/50A y

50/50NA. Adicionalmente, estos autores reportaron que en la medicion de peso vivo a las
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12 semanas de edad (cuando los cerdos se encontraban en fase de engorda), el grupo
50/50NA fue el que presentd pesos vivos mas altos en comparacion al grupo 50/50A, por
lo cual este autor plantea que la sola exposicion a un humano (sin manipulacion) puede

optimizar el desarrollo fisico de los animales.

Al evaluar el periodo experimental completo, los resultados productivos obtenidos en esta
Memoria de Titulo pueden resultar contradictorios en relacion con la literatura existente,
donde se documenta que un MHN prolongado en el tiempo, produce que variables
productivas tales como el peso vivo (Gonyou et al., 1986; Hemsworth et al., 1987) y
conversion alimentaria (Gonyou et al., 1986) sean significativamente mas deficientes en
comparacion al MHP al analizar el periodo experimental completo. Sin embargo, es de
suma importancia considerar diversas explicaciones para estos hallazgos puesto que, se
podria atribuir la falta de diferencias significativas al disefio experimental, por ejemplo,
tamafio de la muestra, edad de los cerdos, tipos de manejos o la intensidad de éstos. Por
ejemplo, un factor interesante a considerar es la maduracién del sistema gastrointestinal de
los cerdos, cuyo proceso concluye naturalmente entre las 12 y 14 semanas de edad
(Moeser et al., 2017). En nuestro experimento los cerdos aln no contaban con una barrera
gastrointestinal totalmente desarrollada, por lo que es un factor que puede haber influido en
la ganancia diaria de peso y conversion alimentaria de los cerdos. Otro aspecto por
considerar es el fenébmeno de habituacidn que puede estar cursando un animal estresado
cronicamente, puesto que los animales del grupo MHN pudieron haberse familiarizado con
los estresores a tal punto que no los percibieron como un estimulo dafino (Cyr y Romero,
2009). Es por ello que, resultaria interesante determinar si la falta de diferencias
significativas en algunos parametros entre los animales pertenecientes al grupo negativo y
control se debe a que los manejos negativos no fueron lo suficientemente estresantes para
producir una desmejora de las variables productivas. Por otro lado, se espera que, al
aumentar la cantidad de animales en el disefio experimental, las diferencias entre los tres
grupos de tratamiento se consoliden de forma mas pronunciada, obteniendo diferencias

significativas entre ellos.
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CONCLUSION

El estrés cronico puede generar un impacto negativo en el bienestar y desempefio de los
animales de granja. Estimulos estresantes aplicados de forma regular en el tiempo, como
la restriccidn fisica de los animales, puede desencadenar la liberacion de hormonas del
estrés como el cortisol, repercutiendo negativamente en la salud y el crecimiento de los

animales.

En primer lugar, se evidencio que el manejo aversivo de los animales produjo un aumento
en las concentraciones de cortisol presentes en el pelo, en comparacion con los animales
tratados gentilmente. Lo anterior, permite aseverar que un manejo aversivo mantenido en
el tiempo induce a que los animales experimenten un estrés cronico a lo largo de sus etapas
productivas. Asimismo, la medicién de cortisol presente en el pelo demostré ser un
biomarcador util para detectar situaciones de estrés crénico en los cerdos. Ademas, es
importante destacar que es una técnica no invasiva la cual puede ser aplicada en animales
de produccion como indicador de bienestar animal. En segundo lugar, se puede concluir
que el tipo de manejo humano—animal (positivo, minimo o negativo) utilizado en este
estudio, generé diferencias significativas entre los grupos, otorgando un mejor rendimiento
productivo al grupo manejo humano positivo durante las Ultimas semanas del experimento.
A pesar de que el grupo manejado positivamente no reflejé6 una mejor conversién
alimenticia, pese a su mayor consumo de alimento durante las primeras dos semanas de
manejo, fue el grupo que presentdé una mayor ganancia de peso durante las ultimas dos

semanas de manejo.

Estos resultados enmarcan la importancia de adoptar practicas de manejo respetuosas y
gentiles con los animales, lo cual se ve reforzado por la creciente demanda de productos
gue promueven el bienestar animal. La relacién entre el bienestar animal y la relacion
humano-animal es de vital importancia en los sistemas productivos ya que, cuando un
animal se siente seguro en su entorno, experimenta un menor nimero de episodios
estresantes y en consecuencia una mejor calidad de vida. Hoy en dia, es necesario el
desarrollo de sistemas productivos sostenibles y éticos, que mantengan buenas practicas
y aboguen por el bienestar fisico, emocional y comportamental de los animales debido a
que, ademas de la posibilidad de lograr una mejora productiva, garantiza menores niveles

de estrés en los animales.
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ANEXOS

Anexo Nro. 1. Certificacion CICUA para la aprobacién del protocolo del Proyecto de
Investigacion.

Ml \ Vl[)'::::.-, CICU A’\(\' (73‘

| ONIVERSIDAD. DY CHILE - Y P f\]
e
Santiago, 27 de abril de 2022

Certificado N2: 22552 - VET - UCH
CERTIFICADO

El Comité Institucional de Cuidado y Uso de Animales (CICUA) de la Universidad de Chile, certifica que en
el Protocolo 06-2022 del Proyecto de Investigacidn titulado “El eje microbiota-intestino-cerebro como
una nueva via biolégica modulada por interacciones humano-animal: alteraciones en la microbiota y
su influendia en el comportamiento y bienestar de cerdos”, de la investigadora Dra. Daniela Luna y del
académico patrocinante, Dr. Patricio Pérez, ambos del Departamento de Fomento de la Produccidn
Animal, Facultad de Ciencias Veterinarias y Pecuarias de la Universidad de Chile, no se plantean
acciones en sus procedimientos que contravengan las normas bioéticas de manejo y cuidado de
animales. Asi mismo, la metodologia experimental planteada satisface lo estipulado en el Programa
Institucional de Cuidado y Uso de Animales de la Universidad de Chile.

Los investigadores se han comprometido a la ejecucion de este proyecto dentro de las especificaciones
seflaladas en el protocolo revisado y autorizado por el CICUA, a mantener ios procedimientos
experimentales planteados y a no realizar ninguna modificacidn sin previa aprobacidn por parte de este
Comité.

Se otorga la presente certificacidn para el uso de 72 cerdos, especie Sus scrofo domestica, genética
Landrace, provenientes de la granja comercial de cerdos DINACAR S.A., Region Metropolitana, desde el
1 de agosto del 2022 hasta el 31 de octubre del 2023, tiempo estimado de ejecucién del estudio, el
cual serd financiado por el proyecto FONDECYT de Iniciacion N® 11220280.

E1 CMCUA de lo Universidod de Chile, formo porte de la Vicerrectoria de Investigacidn y Desarrollo, y estd
constituido por 53 miembros: 5 médicos veterinarios, 39 académicos (12 de ellos médicos veterinarios),
¥ 9 miembros no asociodos a la ocodemia o investigacidn, y que cuentan con experiencia en bioético
relocionado o montencitn y uso de animoles. £l certificodo que emite ef Comité procede de la oprobacion
del “Protocolo de Manejo y Cuidado de Animales” después de un estudio ocucioso y de la ocogida de
los investigodoves de fas observaciones exigidas por ef Comité.
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Anexo Nro. 2. Etiquetado nutricional del alimento suministrado a los cerdos durante la fase
experimental.

O ® @ @
Ingredientes
Maiz, Harina de soya, Harina de trigo, Analisis
Melaza, Conchuela, Cloruro de sodio, Garantizado BMS

Fitasa, Aglomerante, Antioxidantes

Proteina % Min. 21,0 %

) O Extracto Etéreo % Min. 4,60 %

Vitaminas y minerales

Vit. A, Vit. D3, Vit. K, Vit. B2, Acido Fibra Cruda % Mdx. 4,65 %
pantoténico, Niacina, Cloruro de colina,
Vit. B12, Selenito de sodio, Sulfato de
cobre, Oxido de zinc, Sulfato de Humedad % Max. 13,0 %
manganeso, Yodato de potasio, Sulfato
ferroso, Carbonato de calcio
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Anexo Nro. 3. Tabla composicional del alimento suministrado a los cerdos durante la fase
experimental.

Descripcion Unidad Uso
Acido Linoleico % 1,7739
Grasa Cruda Total % 4,0797
Extractos No Nitrogenados % 55,7321
Almidoén % 39,8643
Azucares % 4,1036
Energia Metabolizable Kcallk 3254,1556
Energia Metabolizable Kcal/k 3361,9356
Energia Neta Porcino Kcal/k 2256,5720
Energia Neta Cerdas Kcallk 1955,9695
Fibra Cruda % 4,3072
Humedad % 12,2851
Minerales Totales % 6,4207
Calcio % 1,5035
Fésforo Total % 1,4802
Fosforo Disponible % 0,1734
Magnesio % 0,2067
Sodio % 0,8468
Cloro % 0,9708
Potasio % 0,9062
Hierro mg/kg 143,9062
Cobalto mg/kg 0,1150
Cobre mg/kg 11,0909
Manganeso mg/kg 38,4197
Selenio mg/kg 0,2352
Yodo mg/kg 2,3063
Zinc mg/kg 90,4747
Balance electrolitico mEq/kg 230,3209
Proteina Cruda % 18,2202
Proteina Digestible % 14,2196
Lisina % 0,8549
Treonina % 0,6732
Metionina % 0,2924
Metionina + Cistina % 0,5930
Triptofano % 0,9214
Isoleucina % 0,7477
Valina % 0,8627
Leucina % 1,6062
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Fenilalanina % 0,5243

Fenilalanina + Tirosina % 0,9460
Histidina % 0,5155
Arginina % 1,1907
Lisina Dig. Cerdos % 0,7942
Treonina Dig. Cerdos % 0,6594
Metionina Dig. Cerdos % 0,2535
Metionina + Cistina Dig. Cerdos % 0,5646
Tript6fano Dig. Cerdos % 0,2140
Isoleucina Dig. Cerdos % 0,7164
Valina Dig. Cerdos % 0,8086
Leucina Dig. Cerdos % 1,5036
Fenilalanina Dig. Cerdos % 0,7019
Fenilalanina + Tirosina Dig. Cerdos % 1,2258
Histidina Dig. Cerdos % 0,3992
Arginina Dig. Cerdos % 0,9846
Biotina mg/kg 0,1496
Colina mg/kg 1551,1515
Acido Folico mg/kg 0,5612
Niacina mg/kg 62,0748
Ac. Pantoténico mg/kg 20,1256
Riboflavina mg/kg 4,8723
Tiamina mg/kg 4,3866
Vit. B6 mg/kg 5,9282
Vit. B12 mg/kg 0,0060
Vit. E Ul/kg 20,0464
Vit. A Ul/kg 4004,2874
Vit. D Ul/kg 400,0000
Vit. K mg/kg 0,8371
Vit. C mg/kg

MIX % 100,0000
Treonina Dig. Cerdos / Lisina Dig. Cerdos 0,8303
Metionina + Cistina Dig. Cerdos / Lisina 0,7109
Dig. Cerdos

Triptofano Dig. Cerdos / Lisina Dig. Cerdos 0,2694
Isoleucina Dig. Cerdos / Lisina Dig. Cerdos 0,9021
Valina Dig. Cerdos / Lisina Dig. Cerdos 1,0182
Leucina Dig. Cerdos / Lisina Dig. Cerdos 1,8932
Fenilalanina + Tirosina Dig. Cerdos / Lisina 1,5434
Dig. Cerdos

Histidina Dig. Cerdos / Lisina Dig. Cerdos 0,5026

%: porcentaje; Kcal/k: kilocalorias por kelvin; mg/kg: miligramos por kilogramo; mEg/kg:
miliequivalentes por kilogramo; Ul/kg: Unidades Internacionales por kilogramo.
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Anexo Nro. 4. Tabla del tipo y proporcién de los macro y micro ingredientes incluidos en la
dieta comercial suministrada a los cerdos durante la fase experimental.

Cantidad (%) Cantidad (kg) Acumulado (kg)

Macro ingredientes
Grano de Maiz 55,4 554 554
Afrecho Soya 19,8 198 752
Afrechillo de Trigo 18,4 184 936
Melaza 2,0 20 956

Micro ingredientes
Conchuela fina 1,9 19 975
Sal 1,5 15 990
AxtraCPe%(fsremix 05 5 995
Agrerate s
Nucleo PLIN 110 0,2 2 1000

Totales 1000

%: porcentaje; Kg: kilogramo.
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Anexo Nro. 5. Outputs del peso vivo, consumo diario de alimento, ganancia de peso y
conversién alimentaria analizados a través de comparaciones entre pares de los grupos.
Extraido de SAS.

Peso vivo

Differences of Least Squares Means

Standard

Effect Treatment Day _Treatment _Day Estimate Error DF tValue Pr=|i
Treatment MHM MHM 28948 B5665 33 0.34 0.7376
Treatment MHM MHP -T99.37 B56E5 33 093 03575
Treatment MHM MHP -1088.85 85665 33 127 02126
Day 1 2 -3638.19 14528 33 2504 <0001

Day 1 3 -T957.08 2B547 33 -2Z7AT <0001

Day 1 4 18238 57923 33 3149 <0001

Day 2 3 431889 17314 33 -2485 <0001

Day 2 4 14600 47528 33 3072 <0001

Day 3 4 10281 33259 33 30891 <0001
Treatment*Day  MHM 1 MHM 2 -353458 25164 33 1405 <0001
Treatment*Day MHM 1 MHM 3 ~TO87.50 49444 33 <1617 <0001
Treatment*Day  MHM 1 MHM 4 17446 1003.26 33 1738 =0001
Treatment*Day  MHM 1 MHN 1 34583 38393 33 090 03742
Treatment*Day MHM 1 MHN 2 3202902 55032 33 588 <001
Treatment*Day  MHM 1 MHN 3 ~T53917  T2T90 33 1036 <0001
Treatment*Day  MHM 1 MHN 4 T334 NMT723 33 1472 =000
Treatment*Day  MHM 1 MHP 1 -21458 38393 33 056 05800
Treatment*Day MHM 1 MHP 2 -395583 55032 33 719  =0001
Treatment*Day MHM 1  MHP 3 -B203.33 TZTO90 33 -11.27 <0001
Treatment*Day  MHM 1  MHP 4 18802 NM7723 33 1682 <0001
Treatment*Day  MHM 2 MHM 3 445202 20088 33 1488 <0001
Treatment*Day MHM 2 MHM 4 13912 B23.21 33 1690 =.0001
Treatment*Day  MHM 2 MHN 1 j@B042 55032 33 7.05 <0001
Treatment*Day MHM 2 MHN 2 241867 BTEHT 33 036 07234
Treatment*Day  MHM 2 MHN 3 400458 B2TH2 33 4B4 =001
Treatment*Day  MHM 2 MHN 4 13800 124180 33 1112 <0001
Treatment*Day  MHM 2  MHP 1 332000 55032 33 603 =0001
Treatment*Day MHM 2  MHP 2 42125 67697 33 062 05381
Treatment*Day  MHM 2  MHP 3 -466B.T5 B2TH2 33 564 <0001
Treatment*Day MHM 2  MHP 4 6267 124150 33 <1310 <0001
Treatment*Day  MHM 3 MHM 4 -B448.75 5T606 33 1640 <0001
Treatment*Day  MHM 3 MHN 1 834333 TITO0 33 1146 <0001
Treatment*Day MHM 3 MHN 2 4704 58 B2T7B2 33 BBE =000
Treatment*Day  MHM 3 MHN 3 458.33 895513 33 048 06345
Treatment*Day  MHM 3 MHN 4 -833667 132977 33 -F02 <0001
Treatment*Day  MHM 3 MHP 1 778292 T2TO0 33 10692 =0001
Treatment*Day MHM 3  MHP 2 404167 82782 33 488 =0001
Treatment*Day  MHM 3 MHP 3 -20583 85513 33 D22 DB30O7
Treatment*Day MHM 3 MHP 4 11805 132877 33 -8B <0001
Treatment*Day  MHM 4 MHN 1 17792 117723 33 1511 =.0001
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Standard
Effect Treatment Day _Treatment _Day Estimate Error DF tValue Pr=>|t

MHN
MHN
MHN
MHP
MHP
MHP
MHP
MHN
MHN
MHN
MHP
MHP
MHP
MHP

14153 124150 33 1140 =0001
990708 132877 33 745 <0001
112.08 161998 33 007 09453
17232 NM77.23 33 1464 <0001
13490 124150 33 1087 =.0001
924292 1329.77 33 6595 <0001
-235583 161998 33 -145 01553
-3638.7% 25164 33 1446 <0001
-TEE5.00 49444 33 1585 <0001
-17680 100326 33 1762 =000
-56042 38393 33 -146 01538
-4301.67 58032 33 7.2 =000
-B54017 T2780 33 1175 <0001
20148 MTF23 3 1711 =000
FHMN 424625 20988 33 1416 <0001
MHM -14041 82321 33 T06 =000

Treatment*Day MHM 2
3
4
1
2
3
4
2
3
4
1
2
3
4
3
4

MHP 1 3078.33 55032 33 559 =.0001
2
3
4
4
1
2
3
4
1
2
3
4
2
3
4
3

Treatment*Day MHM
Treatment*Day  MHM
Treatment*Day MHM
Treatment*Day  MHM
Treatment*Day MHM
Treatment*Day  MHM
Treatment*Day MHN
Treatment*Day MHMN
Treatment*Day MHN
Treatment*Day MHMN
Treatment*Day MHN
Treatment*Day MHN
Treatment*Day MHN
Treatment*Day MHN
Treatment*Day MHN
Treatment*Day MHN
Treatment*Day MHN
Treatment*Day MHN
Treatment*Day MHN
Treatment*Day MHN
Treatment*Day MHN
Treatment'Day MHN
Treatment*Day MHN
Treatment'Day MHN
Treatment*Day MHN
Treatment'Day MHN
Treatment*Day MHN
Treatment'Day MHN
Treatment*Day MHP
Treatment'Day MHP
Treatment*Day MHP
Treatment*Day MHP

MHP 66292 67697 33 08B 0.3346
MHP 491042 82782 33 583 <0001
MHP 16509 124150 33 -1330 <0001
MHN 979500 57606 33 -17.00 <.0001
MHP 732458 72790 33 1006 <0001
MHP 358333 B27A2 33 433 0.0001
MHP 66417 95513 33 070 04917
MHP 12263 132077 33 922 <0001
MHP 17120 117723 33 1454 <0001
MHP 13378 124150 33 1078 <0001
MHP 913083 132977 33 687 <0001
MHP 246702 161998 33 -152 01372
MHP 374125 25164
MHP
MHP
MHP

33 -1487 <0001
-THBB.TS 48444 33 1616 <0001
-18587 100326 33 -18.52 <0001
33
3

[ O R AR AR AR R G R X A A A S A A

424750 29988 -14.16 <0001

Treatment*Day MHP
Treatment*Day MHP

L P

MHP 4 -15846 82321 -18.25  =.0001
MHP 4 -11589 57606 33 2013 <0001

45



Effect

Treatment
Treatment
Treatment
Period

Period

Period

Treatment*Period
Treatment*Period
Treatment*Period
Treatment*Period
Treatment*Period
Treatment*Period
Treatment*Period
Treatment*Period
Treatment*Period
Treatment*Period
Treatment*Period
Treatment*Period
Treatment*Period
Treatment*Period
Treatment*Period
Treatment*Period
Treatment*Period
Treatment*Period
Treatment*Period
Treatment*Period
Treatment*Period
Treatment*Period
Treatment*Period
Treatment*Period
Treatment*Period
Treatment*Period
Treatment*Period
Treatment*Period
Treatment*Period
Treatment*Period
Treatment*Period

Treatrnent

MHM
MHM
MHM

1

2
3
MHM
MHM
MHM
MHM
MHM
MHM
MHM
MHM
MHM
MHM
MHM
MHM
MHM
MHM
MHM
MHM
MHM
MHM
MHM
MHM
MHM
MHM
MHM
MHM
MHM
MHM
MHM
MHM
MHM
MHM
MHM

Consumo diario de alimento

Differences of Least Squares Means

Period

o L LD L LD LD LD LD LD LD BRI R PRI PRI RS R PRD RD b ok b ok ok ok ok b ok

Standard
_Treatment _Period Estimate Error

MHN -21.8563 93.8506 g

MHP -12353 938506 9

MHP -101.68 938506 g9
2 15344 223658 9 686
4 -165.97 242880 9  -GE3
4 414583 B.O733 9 683
MHM 2 -207.90 38.7387
MHM 3 -3BB 22  46.T008
MHM 4 -38217  40.0248
MHN 1 -25.7000 BB.6432
MHN 2 -22253 96.8269
MHN 3 41275 97.6059
MHN 4 -37475 951499
MHP 1 -20562 BBG432
MHP 2 -261.22 96.8269
MHP 3 -512.95 97.6059
MHP 4 46263 951499
MHM 3 -180.32 52 5872
MHM 4 -144 27 420680
MHN 1 18220 96.8269
MHN 2 -14.6250 10437
MHN 3 -204.85  105.09
MHN 4 -166.85 102.82
MHP 1 22750 96.8269
MHP 2 -53.3250 10437
MHP 3 -305.05  105.09
MHP 4 -254.72  102.82
MHM 4 36.0500 105192
MHN 1 36252 976059
MHN 2 165.70 105.08
MHN 3 -24 5250 105.81
MHN 4 134750 10355
MHP 1 182860 97.6059
MHP 2 127.00 105.09
MHP 3 12473 106.81
MHP 4 -74.4000 103.55
MHN 1 32647 951489
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DF tValue Pr=|i
023 0821
132 02206
-1.08  0.3068
<0001
=.0001
<0001
9 -537 0.0005
9 B3 <0001
9 -BBO <0001
9 029 07784
9 =230 0.0471
9 423 0.0022
9  -35%4 00034
9 -232 00455
89 =270 0.0245
9 -526 0.0005
9 486 00009
9 -343 00075
9 -343 00075
9 1.88 0.0926
8 014 08916
9 195 0.0831
9 <162 01391
g 002 09818
9 <051 068217
9 280 00175
9 -248 00351
g 343 0.0075
9 37T 0.0048
9 1.58  0.1493
9 023 08219
9 013 08993
9 1.87  0.0942
g9 121 02577
9 118 0.2687
9 072 04907
9 343 0.0075



Treatment*Period
Treatment*Period
Treatment*Period
Treatment*Period
Treatment*Period
Treatment*Period
Treatment*Period
Treatment*Period
Treatment*Period
Treatment*Period
Treatment*Period
Treatment*Period
Treatment*Period
Treatment*Period
Treatment*Period
Treatment*Period
Treatment*Period
Treatment*Period
Treatment*Period
Treatment*Period
Treatment*Period
Treatment*Period
Treatment*Period
Treatment*Period
Treatment*Period
Treatment*Period
Treatment*Period
Treatment*Period
Treatment*Period

Treatment*Period
Treatment*Period
Treatment*Period
Treatment*Period

Treatment*Period
Treatment*Period

MHM
MHM
MHM
MHM
MHM
MHM
MHM
MHN
MHN
MHN
MHN
MHN
MHN
MHN
MHN
MHN
MHN
MHN
MHN
MHN
MHN
MHN
MHN
MHN
MHN
MHN
MHN
MHN
MHN

MHP
MHP
MHP
MHP

MHP
MHP

L B o o o L N R e i Tl IF - - A A A

MHN
MHN
MHN
MHP
MHP
MHP
MHP
MHN
MHN
MHN
MHP
MHP
MHP
MHP
MHN
MHN
MHP
MHP
MHP
MHP
MHN
MHP
MHP
MHP
MHP
MHP
MHP
MHP
MHP

MHP
MHP
MHP
MHP

MHP
MHP

b Lo b G0 RO e O R b e GO R = B LIRS = o B LR b b L3 RO Je G0 R = 3 RO
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128.65
-60.5750
-22 8750

146.55
290.9500
-160.78
-110.45
-196.83
-387.05
-349.05
-179.92
-235.52
48725
-436.93
-190.22
-152.22
16.9000
-38.7000
-280.43
-240.10

38.0000

20712

151.52
-100.20
-49. 8750

169.12

113.53
-138.20
-B7.8750

-558.6000
-307.33
-257.00
-251.73

-201.40
50.3250

102.82
103.55
101.24

95.1489
102.82
103.55
101.24
38.7387
46.7008
40.0248
88.6432
96.8269
97.6059
95.1499
52 5872
42 0680

968269
10437

105.09

102.82

10.5182

87 6059

105.09

105.81
103.55

851499

102.82

103.55
101.24

387387
46.7008
40.0248
52 5872

420680
10.5192

e oo, oPCoePPe CCh o prooocceeCLow e

1.26
-0.58
-0.22
1.54
0.88
-1.55
-1.08
-5.08
8.29
.72
-2.03
-2.43
-4.98
-4.58
-362
-3.62
017
-0.37
-2.76

3.61
212
1.44
-0.895
-0.48
1.78
110
-1.33
-0.87

.44
658
542
479

-4.78
4.78

0.2390
0.5729
0.8285
0.1579
0.3994

0.1549

0.3036
0.0007
<0001
<0001
0.0730
0.0378
0.0007
0.0013
0.0056
0.0056
0.8653
0.7194

0.0220

0.0056
0.0628
0.1832
0.3684
06416
0.1092
0.2982
0.2148
0.4078

01850
0.0001
0.0001
0.0010

0.0010
0.0010



Effect Treatment

Treatment
Treatment
Treatment

Day

Day

Day

Day

Day

Day
Treatment*Day
Treatment*Day
Treatment*Day
Treatment*Day
Treatment*Day
Treatment*Day
Treatment*Day
Treatment*Day
Treatment*Day
Treatment*Day
Treatment*Day
Treatment*Day
Treatment*Day
Treatment*Day
Treatment*Day
Treatment'Day
Treatment*Day
Treatment'Day
Treatment*Day
Treatment'Day
Treatment*Day
Treatment'Day
Treatment*Day
Treatment'Day
Treatment*Day
Treatment*'Day
Treatment*Day
Treatment*'Day
Treatment*Day
Treatment*'Day
Treatment*Day

MHM
MHM
MHM

[ O RN

MHM
MHM
MHM
MHM
MHM
MHM
MHM
MHM
MHM
MHM
MHM
MHM
MHM
MHM
MHM
MHM
MHM
MHM
MHM
MHM
MHM
MHM
MHM
MHM
MHM
MHM
MHM
MHM
MHM
MHM
MHM

Ganancia diaria de peso

Differences of Least Squares Means

Day

du LD LD LD LD LD LD LD LD LD DD B DD D P P P D B R ek ek ek ek ek ek ke e ok b

Standard
_Treatment _Day Estimate Emmor DF tValue Pr=|i
MHN -3.3000 280301 33  -012 08070
MHP -36.3625 280301 33 -1.30 02035
MHP -33.0625 28.0301 33 118 0.2466
2 -4BE2TB 102716 33 473  =0001
3 -229.70 126851 33 1811 <0001
4 11233 75401 33 1480 <0001
3 -181.07 1065899 33 -1699 <0001
4 637000 60538 33 1052 <0001
4 1737 60170 33 1951 <0001
MHM 2 -BB316T 177910 33 373 0.0007
hAHM 3 189748 2148712 33 883 <0001
MHM 4 -103.57 130588 33 -T83 <0001
MAHMN 1 -74333 254196 33 029 07718
MHMN 2 -50.8250 279630 33 182 00782
MAHMN 3 -21396 327963 33 652 <0001
MHMN 4 -108.34 272455 33 -3.98  0.0004
MHP 1 -14.7583 254196 33 -058 05655
MHP 2 -508333 279630 33 -182 00776
MHP 3 -2809B5 327963 33 914 =000
MHP 4 14727 272455 33 -541  =.0001
MHM 3 13116 184635 33 -T10 =0001
MHM 4 372500 104855 33 -35% 0002
MAHMN 1 S8.BB33 279630 33 211 00429
MHMN 2 154917 302937 33 051 086125
MHMN 3 -147564 348048 33 424 00002
MHMN 4 420250 296326 33 -142 01655
MHP 1 515583 279630 33 184 00742
MHP 2 15.3833 302937 33 051 06150
MHP 3 -23353 348048 33 671 <0001
MHP 4  -B0DS500 296326 33 -273 00100
MHM 4 939083 104297 33 9.01 =0001
MHMN 1 190.04 3278963 33 5T <000
MHMN 2 146.685 348048 33 4219 00002
MHMN 3 164833 38.79489 33 042 06737
MHMN 4 891333 34230 33 280 00137
MHP 1 18272 327963 33 557 =.0001
MHP 2 14654 3480458 33 421 00002
MHP 3 10237 387849 33 -264 00126
MHP 4 50.2083 342310 33 147 01519
MHMN 1 96,1333 272455 33 353 00013
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Treatment*Day
Treatment*Day
Treatment*Day
Treatment*Day
Treatment*Day
Treatment*Day
Treatment*Day
Treatment*Day
Treatment*Day
Treatment*Day
Treatment*Day
Treatment*Day
Treatment*Day
Treatment*Day
Treatment*Day
Treatment*Day
Treatment*Day
Treatment*Day
Treatment*Day
Treatment*Day
Treatment*Day
Treatment*Day
Treatment*Day
Treatment*Day
Treatment*Day
Treatment*Day
Treatment*Day
Treatment*Day
Treatment*Day
Treatment*Day
Treatment*Day
Treatment*Day
Treatment*Day

Treatment*Day
Treatment*Day

MHK
MHM
MHK
MHM
MHK
MHM
MHK
MHMN
MHMN
MHMN
MHMN
MHMN
MHMN
MHMN
MHMN
MHMN
MHMN
MHMN
MHMN
MHMN
MHMN
MHMN
MHMN
MHMN
MHMN
MHMN
MHMN
MHMN
MHMN
MHP
MHP
MHP
MHP

MHP
MHP

L L g N N A L N e i e T Tl - T N N S S

MHN
MHN
MHN
MHP
MHP
MHP
MHP
MHN
MHN
MHN
MHP
MHP
MHP
MHP
MHN
MHN
MHP
MHP
MHP
MHP
MHN
MHP
MHP
MHP
MHP
MHP
MHP
MHP
MHP
MHP
MHP
MHP
MHP

MHP
MHP

deob L0 e L0 P e G RO b e G RO = e OB = oo GO = L3R fa B0 RO = a3 RO

52.7417
-110.39
47750
88.8083
526333
-186.28
-43.7000
-43.317
-206.53
-100.91
-7.3250
-43.5000
-282.42
-139.83
-163.13
-57.5167
36.0867
-0.1083
-249.02
-85.4417
105.62
199.20
163.03
-B5.8917
GE.6917
93.5833
574083
-181.51
-3B8.9250
-36.1750
-285.08
-132.51
-248.92

-BB.3333
152.58
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29,6326
342310
28.9564
27.2455
29.6326
342310
28.9564
17.7910
219712
13.0598
254196
279630
32.7963
27.2455
18.4635
10.4855
279630
30,2937
34.8048
296326
104217
32.7963
34 8048
38.7948
342310
27.2455
296326
4.2310
28.9564
17.7810
21.9712
13.0558
18.4635

10.4855
104217

33

1.78
-3.22
-0.18

3.26

1.78
-5.73

-1.51
-2.44
940
-1.73
-0.28
-1.56
-B.92
-5.13
-B.84
-5.49

1.28
-0.00
-7.15

-3.25
10.13
6.07
4.68
221

1.495

343

1.84
-5.58

-1.34
-2.03
-12.98
-10.15
-13.48

-8.18
14.64

0.0843
0.0028
0.8700
0.0026
0.0849
=.0001
01408
0.0203
<0001
<0001
0.7750
0.12893
<0001
=.0001
<0001
<0001
0.2061
0.9972
<0001
0.0026
<0001
<0001
<0001
0.0338
0.0599
0.0016
0.0613
<0001
0.1880
0.0501
=.0001
=.0001
=.0001

<0001
<0001



Conversién alimentaria

Differences of Least Squares Means

Standard
Effect Treatment Period _Treatment _Period Estimate Emor DF tValue Pr=|i
Treatment MHM MHM 0003125 0.02884 9 011 09181
Treatment MHM MHP 003688 002884 9 1.28 0233
Treatment MHM MHP 003375 002884 9 117 0.2720
Period 1 2 005817 001786 27 331  0.00286
Pericd 1 3 004250 002149 27 198 0.0583
Period 1 4 002250 002293 27 0898 03353
Pericd 2 3 £.1017 0017TBE 27 569 <0001
Period 2 4 £0.08167 002149 27 -380 00007
Pericd 3 4 002000 001786 27 112 02726
Treatment"Pericd  MHM 1 hAHM 2 008250 0.03093 27 287 00128
Treatment"Pericd MHM 1 hHM 3 001500 0.03722 27 040  0.6901
Treatment"Pericd  MHM 1 hAHM 4 003000 003872 27 0.76 0.4586
Treatment"Pericd MHM 1 MHMN 1 -0.00750 0.04164 27 -0.18  0.8584
Treatment"Pericd  MHM 1 MHN 2 0.1050 004184 27 252 00179
Treatment"Pericd MHM 1 MHMN 3 001250 004164 27 030 07664
Treatment*Pericd  MHM 1 MHN 4 003000 004184 27 072 04775
Treatment"Pericd MHM 1 MHP 1 0.1475 0.04184 27 354 0005
Treatment*Pericd  MHM 1 MHP 2 0.1300 004184 27 312 0.0043
Treatment"Pericd MHM 1 MHP 3 -0.01500 004164 27 036 07215
Treatment*Pericd MHM 1 MHP 4 001250 0.04184 27 030 0.7684
Treatment"Pericd MHM 2 hAHM 3 -0.06750 003093 27 -218 0.0380
Treatment*Pericd MHM 2 MHM 4 -0.05250 003722 27 141 D1G%B
Treatment"Pericd MHM 2 MAHMN 1 008000 004164 27 -216  0.0397
Treatment*Pericd MHM 2 MHN 2 002250 004184 27 054 05934
Treatment"Pericd MHM 2 MAHMN 3 007000 004164 27 168 01043
Treatment*Pericd MHM 2 MHN 4 005250 004164 27 126 02182
Treatment"Pericd MHM 2 MHP 1 006500 0.04164 27 156 0.1302
Treatment*Pericd  MHM 2 MHP 2 0.04750 0.04164 27 114 0.2640
Treatment"Pericd MHM 2 MMHP 3 -0.08750 004164 27 -234  0.0288
Treatment*Pericd  MHM 2 MHP 4 -0.07000 004164 27 168 01043
Treatment"Pericd MHM 3 hAHM 4 001500 0.03093 27 048 06316
Treatment*Pericd  MHM 3 MHN 1 002250 004164 27 -054 0.5934
Treatment"Pericd MHM 3 hAHN 2 009000 004184 Z7 216  0.0397
Treatment*Pericd  MHM 3 MHN 3 000250 004164 27 -006 09526
Treatment"Pericd MHM 3 hAHN 4 001500 004184 Z7 036 07215
Treatment*Pericd  MHM 3 MHP 1 0.1325 0.04184 27 318 0.0037
Treatment"Pericd MHM 3 MMHP 2 01150 0.04164 27 276 00102
Treatment"Pericd MHM 3 MHP 3 -0.03000 004164 27 072 04775
Treatment"Pericd  MHM 3 MHP 4 -0.00250 004164 27 008 09526
Treatment"Pericd MHM 4 MHMN 1 -0.03750 0.04164 27 -080 03758
Treatment"Pericd  MHM 4 MHN 2 007500 004184 27 180 0.0829
Treatment"Pericd MHM 4 MHMN 3 001750 004164 27 -042 06TTE
Treatment"Pericd  MHM 4 MHN 4 1.87E-16 0041684 27 000  1.0000
Treatment"Pericd MHM 4 MHP 1 01175 0.04164 27 282 0.008%
Treatment"Pericd  MHM 4 MHP 2 0.1000 004184 27 240 0.0235
Treatment"Pericd MHM 4 MHP 3 -0.04500 004164 27 108 02854
Treatment*Pericd  MHM 4 MHP 4 001750 004164 27 042 06776
Treatment"Pericd MHN 1 MHN 2 01125 003083 27 364 0.00M
Treatment"Pericd MHN 1 MHN 3 002000 003722 27 054 05955
Treatment"Pericd MHN 1 MHM 4 003750 003872 27 094 0.3535
Treatment*Pericd  MHN 1 MHP 1 0.1550 004164 27 372 0.0009
Treatment"Pericd MHN 1 MHP 2 01375 004164 27 330 0.0027
Treatment*Pericd  MHN 1 MHP 3 -0.00750 O0.04164 27 -018  0.8584
Treatment"Pericd MHN 1 MHP 4 0.02000 004164 27 048 06349
Treatment*Pericd MHN 2 MHN 3 -0.08250 003093 27 299 00059
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Treatment*Period
Treatment*Period
Treatment*Period
Treatment*Period
Treatment*Period
Treatment*Period
Treatment*Period
Treatment*Period
Treatment*Period
Treatment*Period
Treatment*Period
Treatment*Period
Treatment*Period
Treatment*Period
Treatment*Period
Treatment*Period
Treatment*Period
Treatment*Period
Treatment*Period
Treatment*Period

MHN
MHN
MHN
MHN
MHN
MHN
MHN
MHN
MHN
MHN
MHN
MHN
MHN
MHN
MHP
MHP
MHP
MHP
MHP
MHP

L Ll - - N N - FU PR UL I S

MHN
MHP
MHP
MHP
MHP
MHN
MHP
MHP
MHP
MHP
MHP
MHP
MHP
MHP
MHP
MHP
MHP
MHP
MHP
MHP

51

-0.07500
0.04250
0.02500
01200
-0.08250
0.01750
0.1350
0.1175
-0.02750
1.26E-15
0.1175
0.1000
-0.04500
-0.01750
-0.01750
-0.1625
-0.1350
-0.1450
-0.1175
0.02730

0.03722
004164
004164
004164
0.04164
0.03083
004164
0.04164
0.04164
004164
0.04164
004164
0.04164
004164
0.03093
003722
0.03872
0.03043
003722
0.03093

27
27
27
27
27
27
27
27
27
27
27
27
27
27
27
27
27
27
27
27

-2
1.02
0.60
-2.88
222
0.57
324
2.82
-0.66
0.00
282
2.40
-1.08
-0.42
-0.57
-4.37
-3.40
-4.68
-3.18
0.89

0.0540
0.3165
0.5533
0.0077
0.0348
0.5762
0.0032
0.0089
0.5146
1.0000
0.0089
0.0235
0.2894
06776
0.5762
0.0002
0.0021
<0001
0.0039
0.3818



