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1. RESUMEN

El bienestar animal surge como una preocupacion en la produccion ganadera,
especialmente en la cria de animales para consumo humano. Esta preocupacion se debe
en parte a la creciente conciencia de los consumidores sobre las condiciones de vida de
los animales y a la evidencia cientifica que vincula el bienestar animal con la calidad de
la carne y la salud publica. Diversos estudios han demostrado que el bienestar animal no
s6lo es un asunto ético, sino que también tiene implicaciones econémicas, al incidir sobre
la productividad del animal. El bienestar animal se define como el estado fisico y mental
de un animal en relacién con su entorno. Un animal con buen bienestar es capaz de hacer
frente a las demandas de su entorno y exhibe comportamientos naturales. Estrés y
bienestar son conceptos opuestos, y la produccion animal debiera promover el bienestar
de los animales y minimizar el estrés. El estrés surge cuando un animal percibe una
amenaza o es incapaz de adaptarse a su entorno y causa dafios a largo plazo en el sistema
inmunologico, endocrino y reproductivo, por lo que tiene consecuencias negativas para
la salud y el bienestar del animal. Los biomarcadores mas comunmente empleados para
medir el nivel de estrés en el animal incluyen hormonas como el cortisol y la
corticosterona, proteinas de fase aguda, y parametros hematoldgicos. Ademas de estos
indicadores bioquimicos, el estrés se manifiesta en cambios fisiolégicos como el aumento
de la frecuencia cardiaca y respiratoria y la elevacion de la temperatura corporal. La
termografia, una técnica no invasiva que mide la radiacion infrarroja emitida por los
cuerpos, ha surgido como una herramienta valiosa para evaluar el estrés en animales,
permitiendo la medicion continua de la temperatura corporal y la deteccion de patrones
de respuesta al estrés en diversas especies.

El conejo es especialmente sensible al estrés. Alteraciones en la temperatura ambiental y
el fotoperiodo, asi como situaciones de estrés social, afectan al eje hormonal que regula
la fertilidad, lo que resulta en una menor libido, una reduccion de la calidad espermatica,
una disminucion en la tasa de ovulacidon y un menor tamafo de las camadas. Ademas, el
estrés disminuye la produccion de leche, empeora el crecimiento y la calidad de la carne
y aumenta la incidencia de estereotipias. Por tanto, el estrés crénico en conejos
compromete su bienestar y tiene consecuencias econdmicas importantes para la
produccion cunicola. Para mejorar la adaptacién al estrés en conejos, se han
implementado diversas estrategias de seleccion genética. Una de ellas es la seleccion para
resistencia a enfermedades, como la mixomatosis y la enteropatia mucoide, lo cual ha
demostrado aumentar la supervivencia de los animales. Otra estrategia es la seleccion por
longevidad y resiliencia. La longevidad se define como el nimero de partos de una coneja
y se ha asociado a una mayor capacidad de adaptacion del animal a diferentes ambientes.
La resiliencia, por su parte, se relaciona con la capacidad del animal para mantener su
rendimiento productivo frente a perturbaciones ambientales, y se ha medido a través de
la uniformidad en el tamafio de la camada. En las instalaciones de la Escuela Politécnica



Superior de Orihuela (EPSO) se ha desarrollado un experimento de seleccion divergente
por variabilidad del tamafio de camada en conejo. Las lineas de este experimento son el
material animal de la presente tesis doctoral. La hipdtesis de trabajo de esta tesis doctoral
es que las conejas de la linea homogénea para el tamafio de camada al parto son mas
resistentes al estrés y tienen mayor supervivencia que las conejas seleccionadas por
heterogeneidad para dicho caracter. Para evaluar la respuesta correlacionada de la
seleccion por variabilidad del tamafio de camada al parto sobre la respuesta de la hembra
al estrés y la supervivencia del gazapo durante la lactacion, se propusieron 3
experimentos. En el primero, se estimaron las variaciones de temperatura corporal emitida
por las conejas tras un estimulo estresante utilizando una cédmara termografica. Las
conejas de la linea homogénea experimentaron su maximo de emisividad de temperatura
antes que la linea heterogénea tras el estimulo estresante (5 min frente a 30 min). La
intensidad de la emisividad de temperatura corporal de la linea heterogénea a los 30 min
fue 0,96 °C mayor que la temperatura de la linea homogénea. En el segundo experimento
se evalud la gestion de las reservas corporales de las conejas en momentos productivos
de alta demanda energética entre la segunda monta y el destete midiendo la condicidon
corporal y el espesor de la grasa perirrenal mediante ecografias. Las conejas de la linea
homogénea perdieron menos reservas grasas entre la monta y el parto y ganaron mas
reservas corporales entre el parto y los 10 dias postparto, por lo que dispusieron de una
mejor condicion corporal para afrontar la lactacion de sus gazapos. El espesor de la grasa
perirrenal al parto en la linea homogénea fue de 7,71 mm por los 7,44 mm de la linea
heterogénea (P = 0,99) y a los 10 dias postparto, el espesor fue de 8,17 mmy 7,90 mm (P
= 0,99), respectivamente. Por otro lado, en el tercer experimento se profundizé en la
gestion de las reservas corporales de las conejas evaluando el peso individual de los
gazapos hasta el destete y la distancia a la media de sus camadas como medida de
homogeneidad en el crecimiento. En este caso, los gazapos de la linea homogénea al
destete tuvieron menor distancia de sus pesos individuales a la media de sus camadas que
los gazapos de la heterogénea (47.8 g y 54,1 g, respectivamente). En cuanto a la
supervivencia, se cuantificd el tamafio de camada al parto en ambas lineas (8,3 gazapos
en la homogénea y 7,7 en la heterogénea), la supervivencia al parto a los 4 dias postparto
y al destete. Las conejas de la linea homogénea tuvieron mayor tamafio de camada al
destete como consecuencia de una mayor supervivencia (+ 5%; P = 0,93). En conclusion,
la seleccion por homogeneidad en tamafio de camada puede ser una herramienta eficaz
para mejorar la capacidad del animal de hacer frente a situaciones de altas demandas
energéticas sin disminuir sus rendimientos productivos, y con ello ser método de
seleccion valido para mejorar el bienestar del animal.



2. ABSTRACT

Animal welfare is emerging as a concern in livestock production, especially in food
animal husbandry. This concern is partly due to growing consumer awareness of animal
living conditions and scientific evidence linking animal welfare to meat quality and public
health. Studies have shown that animal welfare is not only an ethical issue, but also has
economic implications by affecting animal productivity. Animal welfare is defined as the
physical and mental state of an animal in relation to its environment. An animal with good
welfare is able to cope with the demands of its environment and exhibits natural
behaviours. Stress and welfare are opposites, and animal production should promote
animal welfare and minimise stress. Stress arises when an animal perceives a threat or is
unable to adapt to its environment, and causes long-term damage to the immune,
endocrine and reproductive systems, thus having negative consequences for animal health
and welfare. The most used biomarkers to measure the level of stress in the animal include
hormones such as cortisol and corticosterone, acute phase proteins, and haematological
parameters. In addition to these biochemical indicators, stress manifests itself in
physiological changes such as increased heart and respiratory rates and elevated body
temperature. Thermography, a non-invasive technique that measures infrared radiation
emitted by bodies, has emerged as a valuable tool for assessing stress in animals, allowing
continuous measurement of body temperature and detection of stress response patterns in
various species.

The rabbit is particularly sensitive to stress. Alterations in environmental temperature and
photoperiod, as well as social stress situations, affect the hormonal axis that regulates
fertility, resulting in lower libido, reduced sperm quality, lower ovulation rate and smaller
litter size. In addition, stress decreases milk production, worsens growth and meat quality,
and increases the incidence of stereotypies. Chronic stress in rabbits therefore
compromises their welfare and has important economic consequences for rabbit
production. To improve adaptation to stress in rabbits, several genetic selection strategies
have been implemented. One of them is selection for resistance to diseases, such as
myxomatosis and mucoid enteropathy, which has been shown to increase animal survival.
Another strategy is selection for longevity and resilience. Longevity is defined as the
number of parturitions of a doe and has been associated with an animal's increased ability
to adapt to different environments. Resilience, on the other hand, is related to the animal's
ability to maintain its productive performance in the face of environmental perturbations
and has been measured through litter size uniformity. In the facilities of the Polytechnic
School of Orihuela (EPSO), an experiment of divergent selection for variability in litter
size has been carried out. The lines of this experiment are the animal material of this
thesis. The working hypothesis of this thesis is that rabbits from the homogeneous line
for litter size at parturition are more resistant to stress and have higher survival than
rabbits selected for heterogeneity for litter size at parturition. To evaluate the correlated
response of selection for litter size variability at parturition on the female's response to



stress and survival of the doe during lactation, three experiments were proposed. In the
first, variations in body temperature emitted by rabbits following a stressful stimulus were
estimated using a thermographic camera. The rabbits in the homogeneous line
experienced their maximum temperature emissivity earlier than the heterogeneous line
after the stressful stimulus (5 min vs. 30 min). The intensity of the body temperature
emissivity of the heterogeneous line at 30 min was 0.96 °C higher than the temperature
of the homogeneous line. In the second experiment, the mobilisation of energy reserves
of the rabbits at critical times between the second mating and weaning was assessed by
measuring body condition and perirenal fat thickness by ultrasound. Rabbits of the
homogenous line lost less fat reserves between mating and parturition and gained more
body reserves between parturition and 10 days postpartum, thus having a better body
condition to cope with the lactation of their rabbits. Perirenal fat thickness at parturition
in the homogenous line was 7.71 mm compared to 7.44 mm in the heterogeneous line (P
=0.99) and at 10 days postpartum, the thickness was 8.17 mm and 7.90 mm (P = 0.99),
respectively. On the other hand, in the third experiment, the use of the rabbits' body
reserves was further explored by evaluating the individual weaning weights and the
distance to the mean of their litters as a measure of homogeneity in growth. In this case,
rabbits from the homogeneous line at weaning had smaller distance of their individual
weights to the mean of their litters than rabbits from the heterogeneous line (47.8 g and
54.1 g, respectively). In terms of survival, litter size at parturition was quantified for both
lines (8.3 g in the homogenous and 7.7 g in the heterogeneous), survival to parturition at
4 days postpartum and at weaning. Rabbits from the homogenous line had larger litter
size at weaning as a consequence of higher survival (+ 5%; P = 0.93). In conclusion,
selection for homogeneity in litter size can be an effective tool to improve the animal's
ability to cope with high energy demands without decreasing productive performance,
and thus be a valid selection method to improve animal welfare.



3. INTRODUCCION

3.1. BIENESTAR ANIMAL

El bienestar animal es uno de los aspectos de la produccién ganadera que cada vez mas
preocupa a los consumidores. Luske y Viane (2000) preveian que el bienestar animal se
convertiria en un tema critico, especialmente en el ambito de la cria de animales para
produccion de carne y, Lusk y Norwood (2011) también afirmaban que era un tema de
interés para la produccidn agricola. Se han desarrollado practicas de gestion y tecnologias
de cria de ganado para facilitar la adaptacion del animal a los cambios en el sistema de
produccion. Particularmente la seleccion genética puede ayudar a mejorar el
comportamiento social del ganado y disminuir la susceptibilidad a enfermar y al estrés
del animal (Brito et al., 2020). La Organizacion Mundial de Sanidad Animal (OMSA)
define el bienestar animal como “e/ estado fisico y mental de un animal en relacion con
las condiciones en las que vive y muere” (www.woah.org). Sin embargo, la definicion
mas empleada es la de Broom (1988), quien define de forma mas sencilla el bienestar
como el estado de un animal cuando hace frente a su entorno. Segun Curtis et al. (2007),
la mejor medida e indicador del bienestar de los animales de granja serian los indices de

rendimiento productivo y reproductivo de un animal en relacion con su potencial previsto.

El estado de bienestar de un animal se puede ver alterado por situaciones de estrés. El
estrés surge cuando las demandas ambientales exceden la capacidad de adaptacion del
organismo, sobre todo cuando el animal percibe una determinada situacién como
impredecible y poco controlable (Manteca et al., 2013). El bienestar y el estrés son
conceptos estrechamente relacionados, pero opuestos, ya que el bienestar no se puede
lograr bajo estrés y viceversa (Etim et al., 2014).

3.2. ESTRES AGUDO Y CRONICO

El estrés es un estado en el que los animales ven amenazada su homeostasis, respondiendo
con cambios de comportamiento, fisioldgicos y neurologicos con los que tratan de
recuperar su estado inicial, por lo que la exposicidn al estrés puede llegar a comprometer
el bienestar del animal (Dobson et al., 2001). Sin embargo, no todas las situaciones en las
que el bienestar animal se ve alterado se deberian considerar estresantes. Por ejemplo, se
ha observado que cierto grado de exposicion a un estresor puede ser beneficioso para el
animal. En este sentido, Heiming ef al. (2009) encontraron que los individuos que se
criaron en un entorno social amenazante se desempefiaron significativamente mejor como
adultos cuando se enfrentaron a situaciones sociales amenazantes que los animales que se
criaron en un entorno social estable. Ademas, si fueron las madres las que se encontraban
en un entorno amenazante durante la gestacion y la lactancia, el comportamiento de su
descendencia se desarroll6 adaptado a enfrentar ese entorno adverso.



El estrés por calor es una barrera importante en la produccion ganadera sostenible (Most
y Yates, 2021). Existen experiencias en conejo en las que se demuestra que someter a los
gazapos en edad temprana a estrés térmico puntual, induce la capacidad de tolerar la
exposicion al calor con posterioridad (Ezzat et al., 2019; Madkour et al., 2021). Segin
Sakr et al. (2019) se puede aclimatar a los animales a ciertas condiciones ambientales,
habiéndolos sometido previamente a un estresor del mismo tipo. En su experimento
demostraron que las conejas que habian sido aclimatadas a condiciones elevadas de
temperatura ambiente tuvieron una menor mortalidad, sus camadas fueron mayores al
parto, tuvieron una menor mortalidad en lactacion y un mayor peso al destete. Ademas,
encontraron un mejor comportamiento de las constantes vitales, del perfil hematologico
y bioquimico de las conejas con el tratamiento previo al estresor. También, se ha
observado que la exposicion a patdgenos en etapas tempranas de la vida de la coneja
puede ayudar a su sistema inmunitario y aumentar su productividad (Savietto ef al., 2019).

Por ello, el término estrés deberia restringirse a las condiciones en las que una demanda
ambiental supera la capacidad reguladora natural de un organismo, en situaciones
particulares que incluyen la imprevisibilidad y la ausencia de control (Koolhaas ef al.,
2011). Bajo esas circunstancias, el estrés impide que los animales expresen todo su
potencial genético (Dobson ef al., 2001).

El estrés afecta en diferente magnitud al bienestar animal en funcion de la intensidad en
que se presenta el agente estresante (estresor) y de su duracién. En relacién con la
intensidad del estresor y la recuperacion del animal, hay autores que indican que ésta se
caracteriza por una recuperacion reducida independientemente de la magnitud del estresor
(Koolhaas et al., 2011), mientras que otros, como Dobson et al. (2001), encuentran que,
a mayor severidad del estimulo de estrés, mayor es el efecto perjudicial sobre el caracter
productivo. En cualquier caso, cuanto mas esfuerzo tenga que realizar un animal para
afrontar situaciones de estrés, peor sera su bienestar (Kanis et al., 2004).

Con relacion a la duracidon de la exposicion al agente estresante, el estrés se puede
clasificar en agudo o crénico. El estrés agudo surge como reaccidén a una exigencia o
presion puntual y normalmente desaparece con rapidez, de minutos a horas (Dhabhar,
2000). Este tipo de estrés ocasiona efectos mas o menos importantes en funcion de la
gravedad del suceso estresante, pero permite una recuperacion rapida y bastante completa
del equilibrio fisiolégico (Trevisi y Bertoni, 2009). Uno de estos efectos seria la pérdida
de peso del animal ante la inhibicion de la ingesta de alimentos (Harris, 2015). La
magnitud de la pérdida de peso y el tiempo que dura la inhibicién de la ingesta esta
relacionado directamente con la intensidad y la duracién del estresor (Tabarin ef al., 2007;
Dal-Zotto et al., 2004).

El estrés cronico ocurre cuando la situacion estresante se prolonga en el tiempo de dias a
meses (Dhabhar, 2000), de manera que el animal ha de convivir con el estresor. En las
situaciones de estrés prolongado en el tiempo, se ha observado que éste ocasiona la



liberacion sostenida de catecolaminas que puede inducir la constriccion del sistema
vascular coronario en conejos, lo que resulta en una miocardiopatia isquémica. El estrés
crénico potencia la hiperlipidemia en conejos (Yu et al., 2017) al tiempo que genera una
respuesta inflamatoria en las arterias (Black y Garbutt, 2002), llegando a provocar
aterosclerosis (Yu et al., 2018). Por lo que generalmente con una situacion de estrés
crénico, los animales desarrollan una serie de patologias o incluso la muerte (Harris,
2015).

3.3. MARCADORES DE ESTRES AGUDO

Los marcadores de estrés agudo son indicadores fisiologicos y bioquimicos que
habitualmente se miden en sangre, aunque algunos de ellos también se pueden medir en
orina y heces. Los marcadores de estrés mas tipicos son el cortisol y la corticosterona que,
en caso de estrés, presentan mayores concentraciones (Sakr et al., 2019). También, las
proteinas de la fase aguda como la proteina C-reactiva, el complemento C3 o la HSP70,
junto con los parametros hematologicos de concentracion de neutrofilos, de linfocitos y
la ratio neutréfilos / linfocitos son algunos de los biomarcadores clasicos de estrés
(Ferrian et al., 2013; Garcia-Quirés et al., 2014; Argente ef al., 2019; Gunia ef al., 2019;
Sakr et al., 2019). Més recientemente, la bilirrubina y algunos lipidos y proteinas en
sangre, relacionados con el metabolismo de las grasas, han sido empleados como
biomarcadores de estrés en el animal (Argente ef al., 2019).

Por otro lado, el estrés puede afectar a las constantes vitales, incluyendo la frecuencia
cardiaca, la frecuencia respiratoria y la temperatura corporal. El aumento de la frecuencia
cardiaca se ha relacionado con la activacidn del sistema nervioso simpatico, que prepara
al cuerpo para la respuesta de “lucha o huida" (Walker y Carrive, 2003). Como resultado,
el corazon late mas rapido y la frecuencia cardiaca se acelera. Respecto al aumento de la
frecuencia respiratoria bajo situaciones de estrés, esto se debe a la necesidad de
suministrar mas oxigeno al cuerpo para hacer frente a la situacidon estresante. La
respiracidn se vuelve mas rapida y superficial, y aumenta el nimero de respiraciones por
minuto (Marai et al., 2007; Villalba-Caloca ef al., 2020). Finalmente, en relacion con el
incremento de la temperatura corporal bajo estrés, la medicion convencional de la
temperatura corporal se realiza generalmente con un termometro rectal o de oido (Marai
et al., 2001), a lo que se ha sumado el uso de la termografia (Stewart et al., 2005; Unruh
et al., 2017; Jaén-T¢éllez et al., 2020). La ventaja de la termografia frente a las otras
técnicas radica en que puede medirse la temperatura con una menor manipulacién de los
animales y que las cdmaras termograficas permiten tomar, ademéas de imagenes
termograficas, la medicidn continua de la temperatura y la grabacion de video
termografico. La termografia ha ayudado a estudiar como los conejos elevan su
temperatura corporal en situaciones de estrés, tomando mediciones en oreja, 0jo y nariz
(de Lima et al., 2013; Jaén-Téllez ef al., 2021; Yuan et al., 2022).



3.4. MARCADORES DE ESTRES CRONICO

La mortalidad es la consecuencia ultima de falta de bienestar, especialmente en
situaciones de estrés cronico (Broom, 2007). Por ello los marcadores de estrés crénico se
han relacionado con medidas interconectadas con la supervivencia del animal (Bruijnis
et al., 2013), entre ellos la robustez y la resiliencia (Savietto ef al., 2015; Argente et al.,
2019; HeuB ef al., 2019; Peixoto-Gongalves ef al., 2023).

La robustez estd relacionada con una menor sensibilidad al estrés y las enfermedades
(Belloumi ef al., 2021) y representa la capacidad de un animal de mantener su estado de
bienestar frente a un cambio ambiental (Mormede et al., 2011). En el &mbito productivo,
la podemos entender como la capacidad de mantener su produccion ain en condiciones
ambientales adversas (Friggens et al., 2017). Por tanto, los animales mas robustos seran
menos sensibles al estrés y presentaran un mayor estado del bienestar.

Segun Knap (2005), la robustez se puede implementar como un caracter objetivo de
mejora aunque, al tener una baja heredabilidad, requiere de una inversion sustancial en
datos y en tecnologia. Ademas, muchos de los caracteres asociados a la robustez
(tolerancia al calor, resistencia a enfermedades, nimero de camadas durante la vida
productiva, o tasa de supervivencia en crecimiento) también tienen heredabilidades bajas
(h2<0,1). A pesar de ello, Herrero-Medrano ef al. (2015) apuntan a que la seleccion de
animales sin tener en cuenta su robustez puede ocasionar que los animales tengan
dificultades en manifestar su potencial productivo en ambientes no ideales, y que sea
econémicamente relevante incluirla como objetivo de seleccion.

En general, la robustez se puede considerar compuesta por multiples componentes que se
ponderan adecuadamente segun su valor de idoneidad en un entorno y sistema de
produccion determinados (Friggens et al., 2017). La longevidad funcional es un indicador
directo de la robustez de las hembras (El Nagar et al., 2021) y un aspecto primordial de
la sostenibilidad de la producciéon de carne de conejo. Representa la capacidad
acumulativa de un animal para superar obstaculos ambientales que ha enfrentado a lo
largo de su vida (Friggens ef al., 2017). Es un caracter que se ha empleado con frecuencia
para medir la robustez. Segun Yazdi ef al. (2000) hay suficiente variabilidad genética para
que, a pesar de su baja heredabilidad, sea recomendable incluir la longevidad funcional
en los programas de seleccion genética, dado el beneficio econémico que supone para el
productor. Por ejemplo, Theilgaard et al. (2009) encontraron que una linea de conejos
seleccionada por longevidad tenia mayor robustez que una linea seleccionada por tamafio
de camada al destete. Esta mayor robustez se manifesté como un mayor peso vivo al
destete (+ 128 g), mayor espesor de grasa perirrenal (+ 0,47 mm) y mayor energia corporal
estimada (+ 0,29 MJ/kg).

La resiliencia es la capacidad de un animal para verse minimamente afectado o para
volver rapidamente al estado en el que se encontraba antes de la exposicion a una



perturbacion ambiental o enfermedad (Berghof ef al., 2019a; Knap y Doeschl-Wilson,
2020). Resulta dificil medir la resiliencia general, por lo que usualmente se ha medido la
resiliencia a enfermedades de forma particular (Berghof ef al., 2019a). La resiliencia a
enfermedades esta condicionada por la tolerancia y la resistencia frente a patéogenos. La
tolerancia se define como la capacidad de un animal de limitar la carga de patégenos y la
resistencia como la capacidad de un animal infectado de limitar el dafio causado por la
carga de patogenos (Knap y Doeschl-Wilson, 2020). Mulder y Rashidi (2017)
demostraron que la seleccion basada en la resiliencia es una forma pragmatica de
aumentar la resistencia a las enfermedades y a la tolerancia a las infecciones. Sin embargo,
los resultados de la seleccion por resiliencia a enfermedades pueden verse afectados por
otros factores como el estrés por calor (Bloemhof ef al., 2008) o la estacionalidad
(Sevillano ef al., 2016). De hecho, Doeschl-Wilson ef al. (2012) consideraron que estimar
la tolerancia a patogenos infecciosos es complejo porque requiere de multiples
mediciones por individuo y que es necesario medir diferentes variables. También
Taghipoor et al. (2023) aseguran que la resiliencia es un caracter dificil de medir
directamente y que requiere modelos matematicos con parametros bioldgicamente
significativos para obtener indicadores cuantitativos. En este sentido, Elgersma et al.
(2018) proponen que se considere la variabilidad en el rendimiento productivo para
facilitar la cria de animales mas resistentes y faciles de manejar.

Colditzy Hine (2016) propusieron una serie de variables que pueden evaluar la resiliencia
global de un animal en su conjunto. Estas fueron la temperatura corporal, la frecuencia
cardiaca, la normalidad del ritmo circadiano, la ingesta de alimento, la variable de
produccion principal de la especie en cuestion, la respuesta inmunologica a las vacunas,
la normalidad del comportamiento general, la velocidad de adquisicion de
comportamientos predictivos relacionados con sefiales ambientales positivas y la
normalidad de las vocalizaciones.

En cualquier caso, Berghof et al. (2019b) proponen la combinaciéon de diferentes
indicadores de resiliencia en un indice de seleccidn, entre los que estaria la homogeneidad
en los caracteres productivos.

La homogeneidad en los caracteres productivos esta relacionada con un mejor estado de
salud de los animales (Poppe ef al., 2020). Diversos autores coinciden en utilizar la
homogeneidad de caracteres como el tamafio de camada, el peso o la condicion corporal
como indicadores de resiliencia (en conejo, Blasco ef al., 2017; en vacuno, Poppe et al.,
2020 y Abdelkrim et al., 2021; en raton, Gutiérrez et al., 2022).

La condicidn corporal ha sido cominmente utilizada como indicador de bienestar por su
relacion con la fertilidad y la prevencion de enfermedades, que son componentes de la
resiliencia global. Segun Bonanno et al. (2008) las conejas con una condicion corporal
intermedia, evaluada mediante palpacion de lomo y cuartos traseros, tienen una mayor
fertilidad (84.,9%) que las conejas con una condicidon corporal pobre (52,0%) y que las



consideradas anchas de lomo y de cuartos traseros (58,6%). Existe una relacion lineal y
negativa entre la tasa de ovulacion y el espesor de la grasa perirrenal (Garcia et al.,
2021a), que es un indicador de la condicién corporal de las conejas (Pascual ef al., 2000a).
Segun Garcia ef al. (2021a), existe una relacidon cuadratica entre el peso corporal en el
momento de la monta y la tasa de ovulacion, lo que indica que la pérdida de peso o el
sobrepeso tienen un efecto negativo en la tasa de ovulacion. Por su parte, Sanchez et al.
(2012) hallaron que las conejas sanas tuvieron un indice de condicion corporal, medido
enunaescalade 1a9,de 0,6+0,01 unidades mas que las enfermas. Existen otros estudios
que llegan a conclusiones similares con respecto a la condicidn corporal en otras especies,
como los de Barletta et al. (2017) en vacuno y Van Staaveren ef al. (2017) en porcino.

Berghof et al. (2019b) mostraron que existe una variacidén genética en los indicadores de
resiliencia basados en las desviaciones del peso corporal que abre posibilidades para
mejorar la resiliencia mediante la seleccion genética. De hecho, Bengtsson ef al. (2022)
afirman que conviene incluir la condicidon corporal como indicador de resiliencia en los
objetivos de mejora.

Gorssen ef al. (2023) estudiaron la heredabilidad de las desviaciones del peso vivo,
consumo de alimento y comportamiento alimentario en cerdos como caracteres
indicadores de resiliencia. Hallaron que la heredabilidad era de baja a moderada para las
desviaciones en el peso corporal (0,029 —0,202), en el consumo de alimento (0,094 —
0,233) y en el comportamiento alimentario (0,162 —0,283). Por su parte, Sdnchez-Molano
et al. (2020), en un estudio realizado sobre ovejas escocesas, estimaron diferentes
porcentajes de integracion de la resiliencia frente a cambios de temperatura ambiental en
los programas de mejora, considerada como estabilidad en el crecimiento. Encontraron
que se consigue reducir la pérdida de crecimiento que produciria el cambio en la
temperatura ambiental tanto en ovejas como en corderos al destete, aun cuando so6lo se
considere un peso de la resiliencia del 10% en el indice de seleccion.

Argente ef al. (2019) hallaron que la seleccion por homogeneidad del tamafio de camada
al parto conseguia animales con menor concentracion de marcadores de inflamacién en
estado basal, como concentracioén de linfocitos, proteina C reactiva, complemento C3 y
bilirrubina que los animales seleccionados por heterogeneidad para ese caracter. Ademas,
tras someter a ambos grupos de animales al estimulo estresante de la vacunacion frente a
enfermedad hemorréagica virica o mixomatosis, los animales de la linea de homogénea
presentaron un mayor incremento en la concentracion de estos marcadores, lo que induce
una mejor respuesta inmunitaria. Estos hallazgos tienen correspondencia con que la linea
seleccionada por homogeneidad del tamafio de camada presentaba una mayor tasa de
supervivencia de sus camadas (+4,1%) y menor tasa de eliminacion no deseada (- 12,4%),
lo que se relaciona con una mayor resiliencia.
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3.5. EFECTOS DEL ESTRES EN PRODUCCION ANIMAL

Independientemente, de la naturaleza del agente estresor, éste produce cambios
fisiologicos en los animales que interrumpe el funcionamiento correcto del eje
hipotalamo-hipéfisis-gonadal, que controla el equilibrio hormonal de la fertilidad (Marai
et al., 2002; Daader et al., 2016), afectando negativamente tanto a la libido y la calidad
espermatica en los machos (Turner y Lysiak, 2008; Mahrose et al., 2010; Cruz-Bacab et
al., 2018; Fadl, 2020; Fernandez-Novo ef al., 2020) como a la tasa de fecundacion, la
supervivencia y el desarrollo embrionario y la produccion de leche en las hembras
(Pascual ef al., 2000b; Oladimeji et al., 2022). En conejo, Garcia-Tomas et al. (2008)
encontraron que, por debajo de la temperatura de confort para conejos (21 °C), el estrés
por frio provoco un menor volumen de eyaculado y mayor presencia de espermatozoides
aglutinados, carbonato de calcio y espermatozoides muertos. Por encima de la
temperatura ambiental de confort, Huang ef al. (2023) hallaron que los conejos sometidos
a estrés por calor producian eyaculados de menor volumen (0,77 mL + 0,29 vs. 0,96 mL
+ 0,34), menor tasa de motilidad espermatica (80,16% + 8,94 vs. 88,55% £ 5,55) y mayor
porcentaje de espermatozoides con malformaciones (16,11% =+ 2,26 vs. 12,56% + 1,72)
que conejos en condiciones de temperatura de confort. También Garcia y Argente (2017)
encontraron en conejo un efecto negativo del estrés térmico tanto en la tasa de ovulacion
(- 1 6vulo) como en la embriogénesis, con un menor porcentaje de embriones normales
(- 14%) y un mayor espesor de la zona pelacida (+ 1,2 um) a 24 y 48 horas post-coito.
Este efecto persiste hasta el parto, tal y como indican Marco-Jiménez ef al. (2017). Estos
autores encontraron que las camadas de conejas alojadas en un rango de temperatura entre
25 y 36 °C tenian tamafios de camada inferiores en mas de un gazapo por parto y
mortalidad al nacimiento de hasta un 15,5% mayor que las conejas alojadas entre 14y 20
°C. También la produccion de leche de la coneja ve mermada su cantidad y calidad por
el estrés térmico segun diferentes autores (Maertens et al., 2006; Pascual et al., 2000b).
En este sentido, Rafai y Papp (1984) encuentran que la produccion de leche disminuye en
7,7 g/dia por cada 1 °C que la temperatura ambiental sube por encima de 20 °C. Si la
temperatura minima no baja de 24 °C, la produccion de leche se reduce en un 17,3%
comparada con la produccion de conejas que se mantienen por debajo de 24 °C (Pascual
et al., 1996). Maertens et al. (2006) encontraron que el impacto sobre la produccion de
leche es especialmente perjudicial si la temperatura nocturna es mayor a 25 °C. En este
sentido, Szendr6 ef al. (1999) hallaron que la produccién de leche era un 29% menor en
conejas mantenidas a temperatura ambiental de 30 °C comparada con la produccién de
leche de conejas alojadas a 23 °C (114 g/dia frente a 161 g/dia). Este efecto negativo de
la temperatura en la produccién de leche concuerda con los resultados de Pascual ef al.
(2000Db), que observaron que la produccién de leche se reduce entre un 30 y un 40% si las
conejas se mantienen a temperatura ambiental de 30 °C comparada con las conejas
alojadas en condiciones de temperatura de confort. También el nimero de horas de luz al
dia puede ser un estimulo estresante con consecuencias en la reproduccion del animal. En
este contexto, la bibliografia apunta a que los dias cortos tienen un efecto favorable sobre
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la actividad sexual, mientras que los dias largos tienen efectos positivos tanto en el
macho, incrementando el volumen de los testiculos, el nimero total de espermatozoides
y el nimero de espermatozoides vivos por eyaculado, la motilidad y la concentraciéon de
espermatozoides, como en la hembra, incrementado la ovulacion, la tasa de fecundacion,
el tamano de camada, la produccion de leche y la supervivencia pre destete (Marai ef al.,
2004; Marai ef al., 2007; Matics et al., 2013; Szendrd et al., 2016). Adicionalmente, se
ha encontrado una menor concentracion de cortisol en sangre a la monta encontrado en
animales bajo un fotoperiodo de 8 horas de luz y 16 de oscuridad (5,6 ng/mL + 0,4) en
comparacion con los sometidos a un fotoperiodo de 16 horas de luz y 8 de oscuridad (7.5
ng/mL + 0,4) (Marai et al., 2007).

Diversos autores han sefialado que el estrés afecta negativamente a los caracteres de
crecimiento. Aslani et al. (2014), Yuet al. (2018), Prims et al. (2019)y Alexa et al. (2023)
encontraron que el estrés empeora el peso vivo en casi un 30% y la ganancia media diaria
de peso con respecto a poblaciones de animales control. Otros autores han encontrado
también que tanto la ingesta diaria de pienso como el indice de conversion, se ven
afectados negativamente por diferentes fuentes de estrés (Maertens y Van Herck, 2000;
Szendrd y Dalle Zotte, 2011; Matics et al., 2018; Jaén-T¢éllez et al., 2021). Se han
encontrado asi reducciones en el consumo diario de pienso de hasta 16 g/dia menos en
conejos estresados que en conejos control y aumentos de 0,23 en el indice de conversion
durante el engorde.

Ademas, el estrés también compromete la calidad de la carne. El rendimiento a la canal
es menor en conejos estresados socialmente que en conejos control en un 1%
aproximadamente (Matics et al., 2018). El pH de la carne también se ve afectado
(Miranda de la Lama et al., 2021), puesto que, a 45 min tras el sacrificio, las canales de
animales que han sido transportados a matadero en condiciones de estrés tienen un pH
mas bajo (6,08 £ 0,24) que las canales de animales transportados con menos estrés (6,24
+0,24).

Finalmente, otro aspecto negativo del estrés es la aparicion de estereotipias que a su vez
puede afectar los rendimientos productivos de los animales, aunque al respecto la
literatura es contradictoria (Williams y Randle, 2017; Tatemoto et al., 2019).

3.6. EXPERIMENTOS DE SELECCION PARA MEJORAR EL BIENESTAR EN
CONEJO

El bienestar animal esta directamente relacionado con la adaptacion del animal tanto a los
cambios de manejo o de alimentacion como a la exposicidn a altas temperaturas o agentes
patdgenos. Disminuir la sensibilidad a estos desafios ambientales ayudaria a mejorar el
bienestar del animal. Se han propuesto diversas estrategias en el conejo para mejorar la
adaptacion del animal a los desafios ambientales a los que puede verse expuesto durante
su vida reproductiva. Entre estas estrategias estaria la mejora de la resistencia a
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enfermedades o a trastornos digestivos, como el experimento de seleccion para la
resistencia al virus de la mixomatosis llevado a cabo en Australia con 4 cepas del virus,
donde se observo un incremento en la supervivencia de los animales entre 1955 y 1967
del 50 al 80% para la cepa menos virulenta y del 10 al 20% para la cepa méas virulenta del
virus (Sobey, 1969), y con el experimento de seleccion divergente para la enteropatia
mucoide llevado a cabo en el Institute National De La Recherche Agronomique (INRA)
de Toulouse, donde se observdé una mortalidad acumulada menor en los animales
resistentes que en los sensibles tras la inoculacion con la cepa enteropatéogena de
Escherichia coli 0103 (Garreau et al., 2012).

La seleccion por longevidad y resiliencia han sido las otras dos estrategias empleadas para
mejorar la adaptacion del animal al medio ambiente. La longevidad se ha medido como
el nimero de partos o de inseminaciones que una coneja puede tener en una granja antes
de ser eliminada por motivos de salud o productivos (Sanchez et al., 2008; Larzul et al.,
2014). Sin embargo, la longevidad es un caracter dificil de seleccionar porque registrar la
longevidad requiere mucho tiempo a menos que se utilicen datos censurados, pero los
datos censurados son dificiles de analizar y, ademas, la heredabilidad de la longevidad es
muy baja (El Nagar e al., 2020; Garcia et al., 2021b; Piles et al., 2021). También, la
resiliencia es dificil de seleccionar por su baja heredabilidad (Hill y Mulder, 2010). En
especies prolificas como el conejo, la variabilidad residual del tamafio de camada dentro
de hembra se ha relacionado con la sensibilidad ambiental o la capacidad de la hembra a
adaptarse a los cambios del ambiente (Blasco ef al., 2018) y, por tanto, disminuir la
variabilidad residual del tamafo de camada daria lugar a reproductoras mas resilientes.
También la homogeneidad del peso de la camada al nacimiento ha sido utilizada como
una medida de la adaptacion del animal (Bolet ez al., 2007).

En la actualidad, hay una linea materna seleccionada por longevidad (LP) en la
Universitat Politécnica de Valencia (UPV) y un experimento de seleccion divergente por
longevidad en el INRA de Toulouse. La linea LP de la UPV se fund6 seleccionando
hembras de granjas comerciales que presentaban una larga carrera reproductiva (entre 25
y 41 partos) y cuya prolificidad oscilaba entre 7,5 y 11,9 gazapos vivos al parto (Sanchez
et al., 2008). La comparacion entre la linea LP y una linea comercial maternal estandar
como la linea V, seleccionada por tamafio de camada al destete después de 31
generaciones, mostro que la linea LP tuvo un 30% menos de probabilidad de ser eliminada
de la explotacion (Sanchez et al., 2008) y una productividad similar a partir del cuarto
parto que la linea V (Theilgaard et al., 2007). En estudios posteriores, se ha constatado la
capacidad de la linea LP para mantener una elevada capacidad reproductiva en diferentes
ambientes sin necesidad de movilizar sus reservas corporales (Theilgaard et al., 2009;
Savietto et al., 2013, 2015). Ademas, de mostrar una mayor respuesta inmunitaria ante
situaciones de estrés térmico por calor (Ferrian et al., 2012) e inoculacién de agentes
patogenos como el virus hemorragico que la linea materna A (Belloumi ef al., 2021). Este
resultado estaria de acuerdo con una mayor capacidad de la linea LP para abordar desafios
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térmicos e infecciosos (Ferrian ef al., 2013), y por tanto estos animales mostraria una
mayor robustez y una menor sensibilidad ambiental. En el experimento de seleccion
divergente por longevidad del INRA de Toulouse, la longevidad se registré como el
numero total de inseminaciones artificiales después del primer parto (Larzul ez al., 2014).
El nimero de camadas por hembra fue mayor en la linea de alta longevidad que en la
linea de baja longevidad. Debido a esta diferencia entre las lineas, el numero total de
nacidos vivos y destetados por hembra fue mayor en la linea alta (Garreau ef al., 2017).
En este experimento, la linea de alta longevidad mostré una mayor acumulacion de
reservas corporales al comienzo de la vida reproductiva que la linea baja y, mantuvo esta
superioridad hasta el tercer parto.

Respecto a la seleccion por resiliencia, se han llevado a cabo dos experimentos de
seleccion divergente por uniformidad en el peso de la camada al nacimiento en el INRA
de Toulouse y por uniformidad en el tamafio de camada al nacimiento en la Universidad
Miguel Hernandez de Elche (UMH). En el experimento del INRA, el criterio de seleccion
fue la desviacion estandar del peso al nacimiento dentro de la camada (Garreau ef al.,
2008; Bodin et al., 2010a) utilizando las estimas de un modelo heteroscedastico (San
Cristobal-Gaudy et al., 1998). Las desviaciones estandar del peso al nacimiento dentro de
la camada fueron de 7,34 g en la linea homogénea y de 11,26 g en la linea heterogénea
después de 10 generaciones de seleccion (Bodin ef al, 2010b). Ademas, la linea
homogénea mostr6 menor mortalidad al nacimiento y al destete y mayor tamafio de
camada al destete que la linea heterogénea. En el experimento de la UMH, la seleccion
se baso en la varianza fenotipica del tamafio de la camada al nacimiento dentro de hembra
después de ser corregido por el estado fisiologico de la hembray el afio-estacion. Se trata
del primer experimento en el que la seleccion se ha realizado directamente sobre la
varianza ambiental, tratandola como un caracter observado. La seleccion tuvo éxito,
mostrando la linea heterogénea una mayor variabilidad del tamafio de la camada (4.4
gazapos?) que la linea homogénea (2,7 gazapos®, Blasco ef al., 2017) después de 10
generaciones de seleccidn. Las lineas difieren en la respuesta inflamatoria y la respuesta
corticotrdpica al estrés, que son dos componentes importantes de adaptacion fisioldgica
a desafios ambientales como infecciones, lo que sugiere que la linea homogénea es mas
resiliente (Argente ef al., 2019; Beloumi ef al., 2020). Por otra parte, la linea homogénea
muestra mayores reservas corporales en forma de grasa perirrenal en el parto (+ 0,23 mm)
y a los 10 dias tras el parto (+ 0,28 mm), por lo que la linea homogénea podria afrontar
mejor las situaciones de alta demanda energética (Garcia et al., 2019). Estos resultados
concuerdan con que la linea homogénea tenga una menor incidencia de problemas
reproductivos (- 7%), una menor tasa de eliminacion no deseada (- 12,4%) y una mayor
tasa de supervivencia al parto (+ 2,9%) que la linea heterogénea (Argente et al., 2019).
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4. OBJETIVOS

El objetivo principal de la tesis es evaluar la respuesta correlacionada de la seleccidon por
variabilidad del tamafio de camada al parto sobre la respuesta de la hembra al estrés y la
supervivencia de la camada.

Los objetivos especificos son:

e Estimar la respuesta correlacionada de la seleccion divergente por variabilidad del
tamafio de camada en la emisividad de temperatura corporal.

e Estimar la respuesta correlacionada de la seleccion divergente por variabilidad del
tamafio de camada en la condicidon corporal y la movilizacién de reservas
corporales.

e Estimar la respuesta correlacionada de la seleccion divergente por variabilidad del
tamafio de camada en la supervivencia de los gazapos al parto y al destete.
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5. MATERIAL Y METODOS

5.1. DECLARACION ETICA

Todos los procedimientos experimentales con animales fueron aprobados por el Comité
de Etica de la Investigacion de la Universidad Miguel Hernandez de Elche (Ntmero de
referencia 2019/VSC/PEA/0017), de conformidad con las Directivas del Consejo
98/58/EC y 2010/63/EU.

5.2. INSTALACIONES E INSTRUMENTAL

Los estudios llevados a cabo durante este proyecto se han realizado en las instalaciones
de la Escuela Politécnica Superior de Orihuela (EPSO), de la Universidad Miguel
Hernéandez de Elche (UMH). Los animales se han alojado en la granja docente y de
investigacion de conejos de la EPSO, donde se han llevado a cabo las termografias y las
ecografias, y se han recogido los datos productivos de este estudio.

El material inventariable que ha sido necesario para la obtencion o procesado de datos ha
consistido en una camara termografica, un ecdgrafo y una bascula con las siguientes
especificaciones:

e Camara termografica FLIR SC660® y programa ThermaCAM Researcher Pro
2.10®, con precision de + 1 °C.

e Ecografo Toshiba NemioMX SSA-590%.

e Bascula Toledo ICS4 MT®, con precision de + 0,1 gr.

5.3. ANIMALES

Los animales empleados en este estudio pertenecen a la generacion 12 del experimento
de seleccion divergente por varianza ambiental del caracter tamafio de camada al parto
llevado a cabo en las instalaciones de la EPSO. La varianza ambiental del tamafio de la
camada se calcula como la varianza del tamafio de la camada dentro de hembra después
de que el tamafio de la camada se corrija previamente por el afio-estacion y el estado de
parto-lactacion (primer parto, segundo parto y superiores en hembras lactantes a la monta,
y segundo parto y superiores en hembras no lactantes a la monta), para evitar efectos
sistematicos que pudieran afectar a la varianza. La varianza fenotipica dentro de hembra
representa la varianza ambiental para el tamafio de camada bajo el supuesto de que la
determinacion genética es aproximadamente la misma para todos los partos de una coneja
y los efectos permanentes son los mismos en todos los partos (Piles ef al., 2006). La
varianza para cada hembra (Ve) se calculd utilizando el estimador de riesgo cuadratico
minimo:
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e= xXi—X
n+1
1
donde xi es el tamafo de camada precorregido del parto i de una coneja, y n es el nimero

total de partos de la coneja (n varia de 2 a 9) y X la media del tamafo de camada (Blasco,
2017).

La linea seleccionada para disminuir la varianza del tamafio de camada al parto se
denomina linea homogéneay la linea seleccionada para incrementar la varianza ambiental
del tamafio de camada se denomina linea heterogénea. Cada una de las lineas esta formada
aproximadamente por 125 hembras y 25 machos en cada generacion. Todas las hembras
se clasificaron en funcion de su estimacion de la varianza del tamafio de la camada, sin
utilizar la informacion del pedigri para la evaluacion genética. La presion de seleccion
via hembra es del 20%. Cada macho se apared con cinco hembras y se seleccion6 un hijo
de cada macho de la mejor hembra. Esta seleccion familiar dentro del mismo macho se
realiz6 para reducir la consanguinidad.

Los animales han tenido acceso libre al suministro de agua, y la alimentacion ha sido ad
libitum con un pienso comercial (Nutricun Elite Gra® de Heus Nutricién Animal, La
Coruiia, Espafia) (17% proteina bruta, 16% fibra, 3,5% grasa). Las conejas y sus gazapos
lactantes se han alojado en jaulas individuales polivalentes de dimensiones (37,5 x 33 x
90 cm) bajo un fotoperiodo constante de 16 h luz continua por 8 h oscuridad continua, y
con ventilacion controlada.

Las hembras se llevaron a cubriciéon mediante monta natural por primera vez a las 18
semanas de vida y, posteriormente a los 10 dias post-parto. El manejo reproductivo es en
bandas semanales. L.as hembras con gazapos tuvieron acceso libre a los nidales desde 2
dias antes del parto hasta 21 dias después del parto, cuando se retiraron los nidos. Los
gazapos se destetaron a los 28 dias de edad sin haber realizado adopciones para
homogeneizar las camadas.

5.4. DISENO EXPERIMENTAL

En esta tesis doctoral se han desarrollado 3 estudios solapandose en el tiempo varios
procesos de la parte experimental de los mismos.

Estudio 1: Estudio preliminar de emisividad de temperatura corporal en conejas
seleccionadas por variabilidad residual del tamafio de camada (Preliminary study of body
temperature emissivity in rabbits selected for litter size residual variability).

Se plante¢ el estudio de la termografia infrarroja medida en ojos como método inocuo de
determinar el nivel de estrés de las conejas en su segunda monta efectiva y se estudiaron
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los cambios de emisividad de temperatura ante un estimulo estresante en lineas
divergentes.

Estudio 2: Respuesta correlacionada a la seleccion por variabilidad residual del tamafio
de camada al parto en la condicion corporal de las conejas (Correlated response to
selection for litter size residual variability in rabbit’s body condition).

Se estudid la eficiencia de las conejas en su segundo parto, de la movilizacidon de reservas
corporales, centrandose en el peso vivo de los animales y en el espesor de la grasa
perirrenal medido mediante ecografias.

Estudio 3: Diferencias en la supervivencia de camadas entre lineas seleccionadas
divergentemente por sensibilidad ambiental en conejos. (Litter survival differences
between divergently selected lines for environmental sensitivity in rabbits).

Se evaluo6 la supervivencia de las camadas de las conejas de las lineas divergentes hasta
el destete, el peso individual de los gazapos y el peso de las camadas.

En el conjunto de los tres estudios se han medido y registrado las siguientes variables:

e Emisividad de temperatura corporal. Se tomaron termografias de los ojos a la
segunda monta, a los 5 minutos, 30 minutos y 60 minutos de la monta.

e Movilizacion de reservas corporales. Se midié el peso individual de las conejas a
las 4 y 9 semanas de vida, a la segunda monta, al parto, a los 10 dias postparto y
al destete. También se midio el espesor de grasa perirrenal de las conejas a la
segunda monta, al parto, a los 10 dias postparto y al destete.

e Crecimiento de los gazapos. Se registré el peso individual de los gazapos al parto,
peso individual de los gazapos vivos al parto, peso de cada camada al parto, peso
de cada camada viva al parto, peso individual de los gazapos y de cada camada al
destete.

La emisividad de calor corporal se midi6 con la cdmara termografica FLIR SC660® a
70cm de distancia de los animales y se procesaron los registros con el programa
ThermaCAM Researcher Pro 2.10°.

El espesor de la grasa perirrenal se midié utilizando el ecdégrafo Toshiba NemioMX SSA-
590® y siguiendo la técnica descrita por Pascual ef al., 2004.

Todas las mediciones de peso se realizaron con la bascula Toledo ICS4 MT®.
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5.5. ANALISIS ESTADISTICO

Todos los datos fueron registrados en bases de datos creadas en Excel (Microsoft,
Redmond, WA, EE. UU.) y de Google Sheets (Google LLC). Estos datos se analizaron
estadisticamente con diferentes programas segun el caso:

Mediante metodologia bayesiana se analizaron las diferencias entre las lineas para la
emisividad de temperatura corporal antes y después del estimulo estresante, ademas de la
condicién corporal, las distancias entre los pesos individuales de los gazapos vivos y
muertos, los pesos de las camadas y de los pesos individuales de los gazapos, para ello se
utiliz6 el programa estadistico Rabbit desarrollado por el Instituto de Ciencia y
Tecnologia Animal de la Universitat Politecnica de Valencia.

Para analizar las relaciones entre la condicion corporal de la coneja reproductora sobre la
receptividad y fertilidad se usé el paquete estadistico SAS (SAS Institute, 2019, Cary,
CA, USA). Se utilizo este mismo software para analizar la relacion entre la supervivencia
y el peso individual del gazapo.
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Abstract: A divergent selection for litter size residual variability has been carried out in rabbits during
12 generations. Litter size residual variability was estimated as phenotypic variance of litter size
within females after correcting for the year-season and the parity-lactation status effects. Stress causes
an increase in core body temperature. Infrared thermography (IRT) has been shown to be a useful
technique for identifying changes in body temperature emissivity. The aim of this work is to study
the correlated response to selection for litter size residual variability in body temperature emissivity
at natural mating. Natural mating can be considered a stressful stimulus for does. Temperature
was measured in the eyeball by IRT before mating (basal temperature) and after 5 min, 30 min, and
60 min in does of the lines selected to decrease and to increase litter size residual variability (i.e., the
Low and the High lines). Both lines showed similar basal temperature. Eyeball temperature was
increased slightly in the Low line from basal state to 5 min after stressful stimulus (from 35.69 °C
to 36.32 °C), and this increase remained up to 60 min after stress (36.55 °C). The High line showed
a higher temperature than the Low line at 30 min (+0.96 °C, p = 0.99). At 60 min, temperature was
similar between lines. The evolution of temperature was different between lines: the High line
reached the peak of temperature later than the Low line (at 30 min vs. 5 min), and its peak was higher
compared to the Low line (36.95 °C vs. 36.32 °C). In conclusion, the does selected for reducing litter
size variability showed a lower increase in temperature after a stressful stimulus, therefore showing
lower stress and consequently better welfare.

Keywords: fertility; lactation; rabbit; selection; stress; temperature; thermography

1. Introduction

Livestock industry and consumer are increasingly concerned on farm animal welfare.
Animal welfare is directly related to animal’s stress and healthy. Stress has commonly been
measured not only by cortisol levels in blood but also as cortisol metabolites in feces, hair,
and urine [1]. Neutrophil-lymphocyte ratio has been employed as a stress measurement as
well [2], because the duration of stress affects leucocyte populations [3]. However, a major
issue for animal welfare is that these techniques involve invasive procedures which may
themselves cause a stress response and therefore affect the measurement of interest [4].

Infrared thermography (IRT) is an accepted technique for measuring body heat
losses [5]. This technique has been used to find differences in body temperature emissivity
in eyes, ears and nose in rabbits stressed due to environmental challenges [6]. IRT tech-
nique has the advantage of being fast, non-invasive and requiring minimal handling of
the animals [4]. A higher body temperature in rabbits has been related to a higher level
of cortisol metabolites in feces and therefore to higher stress [6,7]. The monitoring of the
body surface temperature variations in animals can be used to assess the onset of estrus,
the inflammatory processes, the adaptability to heat, and the tolerance to stress [8].

A divergent selection experiment for litter size residual variance has been performed
successfully in rabbits. The High line and the Low lines diverged around 5% from the
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original mean per generation [9]. Litter size residual variance has directly related to
environmental sensitivity, i.e., with coping of animals to environmental challenges [10]. In
this regard, the Low line presented a better behavior against stress and diseases, and in
consequence culling rate was lower in the Low line than in the High line [11]. Moreover,
the Low line showed better body condition and lower fat mobilization at situations of
high-energy demand [12]. Therefore, selection for reducing litter size residual variance
could be a useful tool to improve welfare in dams. The aim of this work is to study the
correlated response to selection for litter size residual variability in the development of
body temperature emissivity.

2. Materials and Methods
2.1. Ethics Statement

All experimental procedures were approved by the Miguel Hernandez University
of Elche Research Ethics Committee, according to Council Directives 98/58/EC and
2010/63/EU (reference number 2017 /VSC/PEA /00212).

2.2. Experimental Animals

A divergent selection experiment was carried out for litter size variability over
twelve generations (High and Low line). The selection was based on the phenotypic
variation of the litter size within the female, after correcting the litter size for both the
year-season and the parity-lactation status. All the animals were bred in individual cages
(37.5 cm x 33 cm x 90 cm) indoor at the farm of the Miguel Hernandez University (Spain).
The does were mated the first time at 18 weeks of age and later at 10 days after delivery.
The non-receptive does were mated again the following week. Fertile natural matings
were considered those that ended in parturition. The pregnancy diagnosis was made by
abdominal palpation 12 days after natural mating, and the kits were weaned at 28 days
of age.

An experiment was performed to analyze the progress in body temperature of does in
the first hour after natural mating. Each doe was moved to a male cage for natural mating.
After copulation, the doe was returned to her cage. Handling, grouping, and mating are
considered stressful stimuli [13-15]. The body temperature emissivity was measured by
IRT of the eyeball. All IRTs were performed on the does’ cages.

A total of 21 does of the Low line and 22 does of the High line were used to measure the
eyeball temperature emissivity before the second natural mating, and at 5, 30, and 60 min
later. The temperature recorded before the second natural mating was considered the
basal temperature. The experiment was carried out in two sessions with an environmental
temperature of 20 °C and 24 °C.

Another experiment was performed to study the effect of environment, lactation status
and fertility in basal temperature and in range between the basal temperature and 60 min
after natural mating with the same procedures of the first experiment. The temperature
emitted by the eyeball was measured in 56 does of the Low line and 37 does of the High
line. The experiment was carried out in 11 sessions that were grouped according to the
environmental temperature (Table 1).

Table 1. Distribution of thermographic sessions according to environmental temperature.

Environment 1 Environment 2
Number of sessions 4 7
Number of does 46 47
Mean temperature (°C) 12.5 18.1
Standard deviation (°C) 0.95 1.51

All temperature emissivity images were taken at 0.7 m of the doe with a ®FLIR SC660
thermal imaging camera and processed with ®ThermaCAM Researcher Pro 2.10 software
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to obtain the temperature record (Figure 1). Two thermographs of each rabbit were taken
at each moment, and the maximum temperature recorded in each pair was averaged.

Punto 25.3

Dist. = 0.7 Trefl=36.5 £ = 0.98 |

——

Figure 1. Thermographic image of a rabbit photographed with the ®FLIR SC660 thermal
imaging camera.

2.3. Traits

The following traits were analyzed: temperature just before the second mating (basal
temperature), temperature 5, 30, and 60 min after mating, temperature range, and indi-
vidual weight at mating. Temperature range was defined as the difference between basal
temperature and 60 min after mating.

2.4. Statistical Analysis

The model for analyzing the progress in temperature in the first hour after stressful
stimulus included the effects of environmental temperature (two levels: session 1 with
environmental temperature of 20 °C and session 2 with environmental temperature of
24 °C) and line-moment (eight levels; low line before mating, low line at 5 min, low line at
30 min, low line at 60 min, high line before mating, high line at 5 min, high line at 30 min,
and high line at 60 min), the random effect of female, and female weight as covariate.

The model for analyzing the effect of environment, lactating status, and fertility
included the effects of environmental temperature (two levels, see Table 1), lactation status
(two levels: lactating and non-lactating does), fertile mating (two levels; fertile and non-
fertile), line (two levels; the Low line and the High line), and female weight as covariate.

All analyses were performed using Bayesian methodology [9]. Bounded uniform
priors were used for all effects with the exception of the female effect, which was considered
normally distributed with mean 0 and variance 102, where L is a unity matrix and o2 is
the variance of the female effect. Female and residual effects were considered to be
independent. Residuals were a priori normally distributed with mean 0 and variance
Io2. The priors for the variances were also bounded uniform. Features of the marginal
posterior distributions for all unknowns were estimated using Gibbs sampling. The Rabbit
program developed by the Institute for Animal Science and Technology (Valencia, Spain)
was used for all procedures. A chain of 60,000 samples was used, with a burn-in period
of 10,000. Only one out of every 10 samples was saved for inferences. Convergence was
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tested using the Z criterion of Geweke and Monte Carlo sampling errors were computed
using time-series procedures.

3. Results
3.1. Correlated Response to Selection in Temperature Emissivity

Figure 2 shows that the Low and the High lines displayed similar eyeball temperature
at baseline moment. The Low line increased slightly eyeball temperature at 5 min after
stressful stimulus (from 35.69 °C to 36.32 °C), and this increase remained up to 60 min
after stress (36.55 °C). The High line showed higher temperature than the Low line at
30 min (+0.96 °C, p = 0.99). At 60 min, temperature was similar between lines. The
evolution of temperature was different between lines, since the High line reached the peak
of temperature later than the Low line (at 30 min vs. 5 min), and its peak was higher
compared to the Low line (36.95 °C vs. 36.32 °C).
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Figure 2. Evolution of eyeball temperature to basal time, 5 min, 30 min, and 60 min after stressful stimulus in the Low and

the High line. Different letters mean differences with p greater than 0.90. Bars indicate highest posterior density region

at 95%.

3.2. Effect of Season and Lactating Status of Does in Eyeball Temperature

Table 2 shows the features of marginal posterior distributions of the difference between
Environment 1 and Environment 2 for basal eyeball temperature and temperature range.
Does showed lower basal temperature emissivity in Environment 1 (—1.09 °C, p = 1) than
in Environment 2. No evidence of difference in temperature variation was found between
environments (p = 0.79).

Table 2. Effect of Environments on basal temperature and temperature range between basal and 60 min.

Time (# =93) Environment1l Environment 2 DEnvi-Env2 HPDy50, p
Basal 32.19 33.28 —1.09 —1.78, —0.39 1
Basal-60 min 2.01 2.32 —0.31 —1.07,0.44 0.79

n: number of data. Dgny1-gnv2: differences in eyeball temperature between Environments [1 and 2]. HPDgso,:
highest posterior density region at 95%. p: probability of the difference being >0 when Dgny1-Env2 > 0 or being <0
when Dgny1-Env2 < 0.
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Table 3 shows the features of marginal posterior distributions of the difference between
lactating and non-lactating does for basal eyeball temperature and between basal eyeball
temperature and 60 min after the stressful stimulus of mating. Non-lactating does had
higher basal temperature than lactating ones (+0.60 °C, p = 0.97). It should be noted that
non-lactating does showed lower temperature variation between basal eyeball temperature
and 60 min after stressful stimulus than lactating does (—0.55 °C, p = 0.92).

Table 3. Effect of lactation on basal temperature and temperature range between basal and 60 min.

Time (1 =93) Non-Lactating (°C) Lactating (°C) Duia HPDgse, p
Basal 33.21 32.61 0.60 —0.01,1.27 0.97
Basal-60 min 1.82 2.37 —0.55 —1.30, 0.25 0.92

n: number of data. Dy: differences in eyeball temperature between non-lactating and lactating does. HPDogso,:
highest posterior density region at 95%. p: probability of the difference being >0 when Dy,.; > 0 or being <0 when
D <0.

Not enough evidence of differences between fertile and non-fertile natural matings in
basal eyeball temperature or temperature variation was found (Table 4).

Table 4. Effect of fertility on basal temperature and temperature range between basal and 60 min.

Temperature (n = 93) Fertile (°C) Non-Fertile (°C) Dsns HPDgs¢, p
Basal 33.99 32.85 0.12 —0.49,0.78 0.64
Basal-60 min 191 2.28 —-0.37 —-1.12,0.39 0.83

n: number of data. Dgp¢: differences in eyeball temperature between fertile and non-fertile does. HPDgso,: highest
posterior density region at 95%. p: probability of the difference being >0 when Dg.,¢ > 0 or being <0 when Dg.,¢ < 0.

4. Discussion
4.1. Correlated Response to Selection in Temperature Emissivity

Different approaches have been developed to improve the ability of animals to cope
with environmental perturbations without decreasing their production. Litter size uni-
formity is directly related to environmental sensitivity. Therefore, selection for litter size
residual variance has been shown to be a suitable methodology for obtaining more resilient
animals. Beloumi [10] and Argente [11] found that the Low line had a major immunity, a
better behavior of inflammatory markers, and a superior reaction against infections, which
would be related to a better response of this line to stressful conditions. In a previous study,
Garcia [12] found that the Low line made more efficient use of energy reserves than the
High line in stages of high demand such as delivery and lactation. This would suggest a
better response to stress from the Low line with respect to the High line. In this study, the
lines showed a different pattern in the evolution of eyeball temperature after a stressful
stimulus. The temperature increased by 3.2% in the High line, while the increment was
almost half in the low line (1.8%). A higher temperature emissivity is related to a greater
effect of stress [6,7]). Thus, our study would provide new evidence of the lower stress
sensitivity of the Low line.

As far as we know, this is the first time that the evolution of eyeball temperature after
a stressful stimulus has been studied in rabbits. Both lines had a higher eye temperature
60 min after mating than at basal time. Maintaining a high temperature after a stressful
stimulus depends on the species. Thus, in sport horses, it has been shown that the tempera-
ture emissivity measured in the eye is higher from 5 min after a competition and even at
3 h than in its basal state [16,17]. In rats, it has been seen that the eye temperature returned
to basal level 14 min after the stressful stimulus [18].

4.2. Effect of Season and Lactating Status of Does in Eyeball Temperature

The environment temperature is very important for rabbit health because rabbits
cannot effectively sweat, and panting is not efficient for cooling [19]. Higher basal eye
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temperature emissivity in Environment 2 (average temperature of 18.1 °C) than Environ-
ment 1 (average temperature of 12.1 °C) was found. Does reacted with higher emissivity of
body temperature to keep their homeostasis against the environment with high tempera-
ture [6,7,20].

Lactation is considered a stressful period to does. Our results showed that basal
eyeball temperature and the increment in temperature from mating to 60 min later were
greater in lactating does than in non-lactating ones. This agrees with higher cortisol levels
in lactating does than non-lactating does reported by Argente et al. [21].

Similar basal temperature and temperature range was found in fertile and non-fertile
mating. Ovulation in rabbit does is inducted by coitum, and ova are released between
10 and 12 h after mating [22]. Therefore, our findings show that basal temperature and
temperature variations at 10-12 h before ovulation would have no effect in the fertilization
of ova.

5. Conclusions

Selection for litter size residual variance showed a correlated response in does’ body
temperature. The does selected for reducing litter size variability showed a lower increase
in temperature after a stressful stimulus, which would suggest a better welfare of these
females. This study should be considered preliminary and it will be necessary to conduct
additional studies to confirm these results.
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Simple Summary: Selection for decreasing litter size residual variance has been proposed as an
indirect way to select for resilience. Resilience has been directly related to welfare. A good body
condition and efficient body fat mobilization have been associated with an optimal level of animal
welfare. Two rabbit lines have been divergently selected for litter size residual variability. The low
line selected for decreasing litter size variance more efficiently managed the body fat from mating to
weaning in the second productive cycle in females compared to the high line, which could be related
to the lower culling rate reported previously in the low line. Therefore, body condition can be used as
a useful biomarker of resilience.

Abstract: A divergent selection experiment for residual variance of litter size at birth was carried out
in rabbits during twelve generations. Residual variance of litter size was estimated as the within-doe
variance of litter size after pre-correction for year and season as well as parity and lactation status
effects. The aim of this work was to study the correlated response to selection for litter size residual
variability in body condition from mating to weaning. Body condition is related directly to an animal’s
fat deposits. Perirenal fat is the main fat deposit in rabbits. Individual body weight (IBW) and
perirenal fat thickness (PFT) were used to measure body condition at second mating, delivery, 10 days
after delivery, and weaning. Litter size of the first three parities was analyzed. Both lines decreased
body condition between mating to delivery; however, the decrease in body condition at delivery
was lower in the low line, despite this line having higher litter size at birth (+0.54 kits, p = 0.93).
The increment of body condition between delivery and early lactation was slightly higher in the low
line. On the other hand, body condition affected success of females’ receptivity and fertility at the
third mating, e.g., receptive females showed a higher IBW and PFT than unreceptive ones (+129 g and
+0.28 mm, respectively), and fertile females had a higher IBW and PFT than unfertile ones (+82 g and
+0.28 mm, respectively). In conclusion, the does selected for reducing litter size variability showed a
better deal with situations of high-energy demand, such as delivery and lactation, than those selected
for increasing litter size variability, which would agree with the better health and welfare condition in
the low line.

Keywords: body condition; fertility; litter size variability; rabbits; selection
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1. Introduction

Animal welfare is a priority in livestock production for ethical reasons and also because poor animal
welfare is associated with low production, poor health, and larger culling rate [1]. Resilience is defined
as the ability of an animal to maintain or quickly recover its performance in spite of environmental
perturbations [2,3], thus it is directly related to welfare. The ability of an animal to efficiently mobilize its
fat reserves can be essential for it to maintain, or quickly return to its production level. Body condition
has been traditionally employed to measure the mobilization of fat reserves in livestock animals
(Schroder and Staufenbiel [4] in cattle; Maes et al. [5] in pigs; Pascual et al. [6] in rabbits). Body condition
has been commonly used as a welfare indicator, due to its relations with fertility success and prevention of
diseases (Barletta et al. [7] in cattle; van Staaveren et al. [8] in pigs; Sdnchez et al. [9] in rabbits). Therefore,
body condition may be connected to resilience, and monitoring it may be useful in resilience assessments.

Recently, residual variance has been proposed as a measure of resilience [10,11]. A direct divergent
selection experiment for residual variance in litter size has been performed successfully in rabbits at the
Universidad Miguel Hernandez de Elche [12]. The high and low lines showed a remarkable difference
in residual variance of litter size (4.5% of the mean of the base population). There were also differences
in sensitivity to stress and diseases, which lowered the culling rate in the low line [11]. In this regard,
the more homogeneous line coped better with environmental stressors such as infections and acute
stress than the heterogeneous line which showed higher resilience [11,13].

In an early experiment with the first generations of selection, Garcia et al. [14] found that the low
line had a favorable correlated response to selection in body condition and fat reserve mobilization at
birth. The objective of this work was to study the correlated response to selection for litter size residual
variability in the development of body condition from mating to weaning.

2. Materials and Methods

2.1. Ethics Statement

All experimental procedures were approved by the Miguel Herndndez University of Elche
Research Ethics Committee, according to Council Directives 98/58/EC and 2010/63/EU (reference number
2017/VSC/PEA/00212).

2.2. Experimental Animals

Animals came from the twelfth generation of a divergent selection experiment for residual variance
of litter size (see more details in Blasco et al. [12]). A total of 121 females of the low line (homogeneous)
and 124 females of the high line (heterogeneous) were used to estimate the response to selection and
correlated responses in litter size at first, second and third parity, and correlated responses in individual
body weight at 4 weeks and 9 weeks old. A subset of 100 primiparous females from the low line and
74 primiparous females from the high line were used to measure the development of body condition in
the second reproductive cycle and to study the body condition effect on doe’s receptivity and fertility.

All animals were kept on a farm at the Miguel Hernandez University of Elche (Spain). Rabbits were
fed a standard commercial diet (17% crude protein, 16% fiber, 3.5% fat, Nutricun Elite Gra®, De Heus
Nutricion Animal, La Corufia). Food and water were provided ad libitum. Females were housed in
individual cages (37.5 cm X 33 cm x 90 cm) under a constant photoperiod of 16 h continuous light
(8 h continuous darkness and controlled ventilation throughout the experiment). The experiment
took place from December to August. They were first mated at 18 weeks of age and at 10 days after
parturition thereafter. Gestation was checked by abdominal palpation 12 d after mating. Litters were
not standardized and weaning was at 28 d after delivery.

2.3. Traits

Individual body weight at 4 weeks and 9 weeks old and litter size at birth were recorded.
Residual variance of litter size was estimated for all females of the twelfth generation considering all
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parties, after pre-correcting litter size for the effects of year and season and parity and lactation status.
Individual body weight and perirenal fat thickness were recorded at four different physiological stages:
second mating, delivery, 10 days after delivery and weaning. Perirenal fat thickness was measured
by ultrasound imaging to evaluate body fat reserves as described by Pascual et al. [15] using Toshiba
NemioMX SSA-590 ultrasound equipment (Toshiba, Tokyo, Japan). Receptivity and fertility were recorder
at third mating (i.e., 10 days after second delivery). Receptivity (acceptance or rejection of the male at
mating) was defined as a binary trait as was fertility (pregnant or non-pregnant females at palpation).

2.4. Statistical Analysis

2.4.1. Correlated Response to Selection for Residual Variance

Models included a different set of effects depending on the trait. The following models were used:

residual variance of litter size at birth had only the effect of line (two levels, high and low line);
individual body weight at 4 weeks and 9 weeks old, litter size at first parity had the effects of line and season;

litter size at second and third parity had the effects of line, season and lactation status (two levels:
lactating and non-lactating female at mating);

individual body weight and perirenal fat thickness had the effects of line-time (eight levels: low line
at mating, high line at mating, low line at delivery, high line at delivery, low line 10 days after delivery,
high line 10 days after delivery, low line at weaning, and high line at weaning), season, lactation status
(two levels: lactating and non-lactating female when recording data) and the dam permanent effect.

All analyses were performed using Bayesian methodology [16]. Bounded uniform priors were
used for all effects with the exception of the dam permanent effect, considered normally distributed
with mean 0 and variance o%. Residuals were a priori normally distributed with mean 0 and variance
02 and uncorrelated with the dam effects. The priors for the variances were also bounded uniform.
Features of the marginal posterior distributions for all unknowns were estimated using Gibbs sampling.
The Rabbit program developed by the Institute for Animal Science and Technology (Valencia, Spain)
was used for all procedures. We used a chain of 60,000 samples, with a burn-in period of 10,000.
Only one out of every 10 samples were saved for inferences. Convergence was tested using the Z
criterion of Geweke and Monte Carlo sampling errors were computed using time-series procedures.

2.4.2. Effect of Body Condition on Receptivity and Fertility

We analyzed the difference on body condition at third mating (i.e., at 10 days after second delivery)
between receptive and non-receptive does, using a model with the effects of line, season, lactation
status, and receptivity with two levels (acceptance or rejection of the male at first attempt). In order to
study the difference on body condition at mating between fertile and unfertile does, we used a model
with the effects of line, season, lactation status and fertility with two levels (pregnant or non-pregnant
female at palpation).

A probit regression was performed to assess the effect of individual body weight and perirenal fat
thickness at third mating on probability of successful receptivity and fertility using the former models.
The probit procedure of the statistical package SAS was used for this analysis (SAS Institute, 2019,
Cary, CA, USA).

3. Results

3.1. Correlated Response to Selection for Residual Variance

Table 1 shows the features of marginal posterior distributions of the differences between lines for
litter size residual variance, litter size at first, second and third parity, and individual body weight at
4 weeks and 9 weeks old. The probability of these differences being greater than zero if Dy 5 > 0 or
lower than zero if Dy < 0 is shown. In a Bayesian context there are no significance levels; instead,
we offer the actual probability of the differences. As the environmental effects are the same for both



Animals 2020, 10, 2447 40f8

lines, the differences between lines (Dy .11) are genetic differences, so they estimate the response and
correlated responses to selection. The low line showed a lower litter size variability than the high
line (—1.45 kits?, p =1.00), and a higher litter size in the first parities (+0.42 kits, p = 0.90 in first parity;
+0.54 kits, p = 0.93 in second parity; +0.66 kits, p = 0.94 in third parity). The low line had similar body
weight to the high line at 4 weeks and 9 weeks old.

Table 1. Features of the marginal posterior distribution of the differences for litter size residual variance
at birth (Ve), litter size at first (LS1), second (LS2) and third (LS3) parity, and individual body weight at
4 weeks (IB4w) and at 9 weeks old (IB9w) in rabbits.

L H

m=121) (n=124) Di-u HPDos2, P
Ve, kits? 2.78 423 ~1.45 222,067  1.00
LS1, kits 754 7.12 0.42 0.26,1.04 0.90
LS2, kits 8.31 7.77 0.54 -019,129 093
LS3, kits 8.93 8.27 0.66 ~0.19,1.48 094
IB4w, g 732 754 ")) 932,439 074
IB9w, g 1836 1823 13 -709,953  0.61

n: number of data. L: mean of the low line. H: mean of the high line. Dy, : differences between the low and the
high line. HPDogsy,: highest posterior density region at 95%. p: probability of the difference being >0 when Dy 15 > 0
or being <0 when Dy, <0.

Figure 1 displays the development of body condition from second mating to weaning in the high
and the low line. Individual body weight and perirenal fat thickness showed a reduction from mating to
delivery in both lines. However, this reduction was lesser in the low line than in the high line. Both lines
exhibited a recovery of body reserves from delivery to 10 days after delivery, but the increment was
slightly higher in the low line. Body condition showed a decrease from 10 days after delivery to weaning,
but the decrease was slightly higher in the low line. We notice that although number of kits at birth
was higher in the low line than the high one (8.31 kits vs. 7.77 kits respectively, p = 0.93) perirenal fat
thickness was higher in the low line than the high one in the critical moments of delivery (7.71 mm
versus 7.44 mm, p = 0.99) and 10 days after delivery (8.17 mm versus 7.90 mm, p = 0.99).

Individual Body Weight (g) Perirenal Fat Thickness (mm)
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Figure 1. Development of individual body weight and perirenal fat thickness at second mating, delivery,
10 days after delivery and weaning in the low and high lines. The bars show standard deviation.

3.2. Effect of Body Condition on Receptivity and Fertility

Table 2 shows that receptive females had higher individual body weight and perirenal fat thickness
than unreceptive females (+129 g, p = 0.97 for body weight; +0.28 mm, p = 0.96 for perirenal fat
thickness). Individual body weight and perirenal fat thickness were higher in fertile females compared
to unfertile females (+82 g, p = 0.94 for body weight; +0.28 mm, p = 0.99 for perirenal fat thickness).

The probabilities of acceptance of mating and pregnancy were not affected by line and season.
However, non-lactating females always showed a higher probability for accepting the male and becoming



Animals 2020, 10, 2447 50f8

pregnant than lactating females (Figures 2 and 3). For abody weight between 2900 and 4400 g, the probability
of acceptance of the male ranged from 75% to 100% in non-lactating does and from 65% to 95% in lactating
does. For a perirenal fat thickness between 6.0 and 10.0 mm, the probability of acceptance of the male
ranged from 80% to 95% in non-lactating does and from 60% to 95% in lactating does. For the same range
of weights, the probability of pregnancy extended from 60% to 95% in non-lactating does and from 30% to
60% in lactating does. For the same range of perirenal fat thickness, the probability of pregnancy ranged
from 50% to 95% in non-lactating does and from 20% to 80% in lactating does.

Table 2. Features of the marginal posterior distribution of the differences for individual body weight
(IBW10d) and perirenal fat thickness (PFT10d) at 10 days after delivery for receptivity and fertility.

Receptive Non-Receptive D HPDgs50, 4
IBW10d (g) 3581 3452 129 6.59, 260 0.97
PFT10d (mm) 8.09 7.81 0.28 -0.03,0.57 096
Fertile Infertile
IBW10d (g) 3593 3511 82 —-20, 182 0.94
PFT10d (mm) 8.15 7.87 0.28 0.04,0.52 0.99

D: differences between receptive and non-receptive does or fertile and unfertile does. HPDygse,: highest posterior
density region at 95%. p: probability of the difference being >0 when D > 0 or being <0 when D < 0.
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Figure 2. Probability of acceptance of the male at mating on individual body weight and perirenal fat
thickness at 10 day after delivery (i.e., third mating in lactating and non-lactating does).
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Figure 3. Probability of pregnancy at third gestation on individual body weight and perirenal fat
thickness at 10 day after delivery (i.e., third mating, in lactating and non-lactating does).
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4. Discussion

4.1. Correlated Response to Selection for Residual Variance

We have found that, as in former generations [12], selection to reduce litter size residual variance
produces females with more uniform litters. Uniformity in litter size and body weight has been related
to immune response and resistance to diseases (see review [17]). Additionally, we have found that
selection for reducing residual variance of litter size increases litter size without affecting the individual
weight neither at birth nor at weaning [18].

In relation to development of body condition, we have observed that both lines decrease the body
condition from mating to delivery. This is due to the negative energy balance during the last week of
gestation, as a consequence of the growing fetuses and the decreasing feed intake in the mother [19].
However, in agreement with previous results from an early experiment in those lines [14], the decrease
in body condition at delivery is lower in females from the low line, despite that fact that this line is
gestating on average more fetuses.

Immediately after delivery, milk production is low and feed intake is sufficient for covering the
nutritional needs for both maintenance and lactation [20]; therefore, body fat reserves are recovered [21].
In accordance with Theilgaard et al. [21], the low and high line increase their body condition between
delivery and early lactation; however, the increment is higher in the low line than the high line.
A low body condition and high fat mobilization have been related to a high risk of dying or being
culled [14,22]; thus, a higher body condition at delivery and a larger fat deposition between delivery
from 10 days after delivery in the low line would agree with the lower involuntary elimination rate
reported in this line by Argente et al. [11]. In current rabbit production systems, does are mated
between 10 and 12 days post-delivery, arriving at the end of weaning with lactation and gestation
overlapping [23]. The high energetic needs for milk production and development of fetuses are not
entirely compensated with doe’s increasing feed intake at the end of weaning (review by Castellini [24]).
Therefore, there is an important increase in the mobilization of dam’s body reserves, which leads them
to lose body condition (review by Castellini et al. [25]). In this sense, we also observed a decrease in
body condition between 10 days after delivery and weaning in both lines, although the decrease is
slightly higher in the low line due to a large number of kits at weaning [18].

We see that selection to reduce residual variance of litter size has a favorable correlated
response in body condition and fat mobilization in the dam, playing an important role in coping to
environmental challenges.

4.2. Effect of Body Condition on Receptivity and Fertility

As previously commented, current rabbit breeding programs are based on an interval between
delivery and artificial insemination or mating between 10 and 12 days. Therefore, females have
to simultaneously allocate their fatness resources for both maintenance and milk production [26],
and poor body condition at mating can limit mating success [27]. Several studies have reported a
negative effect of lactation on fertilization rate [20,28]. We stress that our study quantifies for the first
time the negative effect of lactating on receptivity and fertility. Non-lactating females have from 10%
to 20% more probability to accept to mating than lactating females. The effect is even more relevant for
fertility. In this regard, probability of becoming pregnant was from 30% to 35% higher in non-lactating
females than in lactating females. No differences in receptivity and fertility were found between lines.

These findings support that lactation mobilizes a large amount of doe’s fat reserves and has an
important effect on receptivity and fertility. Therefore, females must arrive to mate with a good body
fatness level which will allow them to have a long and successful reproductive lifespan. The low
line showed a greater perirenal fat thickness than the high line at mating (8.17 mm versus 7.90 mm).
However, this difference was not enough to result in relevant differences between lines in receptivity
and fertility.
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5. Conclusions

Selection for litter size variability showed a correlated response between body condition and fat
mobilization. The does selected for litter size homogeneity did better in situations with high-energy
demand such as delivery and lactation, compared to those selected for increasing litter size variability.
This means the animals in the homogenous line had better health and welfare levels.
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Simple Summary: Two rabbit lines are divergently selected for increasing or decreasing the variability
of litter size at birth. Decreasing the litter size variability produces more resilient females with
less sensitivity to diseases, being an indirect selection way to improve environmental sensitivity.
The kits” survival rate at weaning was higher in the homogeneous line. Moreover, this line led to a
greater uniformity of the kits” weight at weaning, although the weight variability at birth was higher,
which could be due to a higher lactation capacity of the homogeneous line.

Abstract: A divergent selection experiment on environmental sensitivity was performed in rabbits.
The aim was to estimate the correlated response in kit weight and survival, litter weight, and weight
distance from birth to weaning. The weight distance was calculated as the absolute value of the
differences between the individual value and the mean value of its litter. The relationship between
the probability of survival at 4 d of age, and the weight at birth, was studied. Environmental
sensitivity was measured as litter size variability. A total of 2484 kits from 127 does from the low
line, and 1916 kits of 114 does from the high line of the 12th generation were weighed. Both of the
lines showed similar individual and litter weights at birth and weaning, and a similar survival rate
at birth, and at 4 d of age. The survival rate at weaning was higher in the low line (0.67 and 0.62;
P = 0.93). The weight distance was higher at birth, but lower at weaning in the low line (47.8 g and
54.1 g; P = 0.98). When the weight at birth was high, the kits had a higher survival rate. In conclusion,
selection for environmental sensitivity showed a correlated response in the kits’ survival, and in the
homogeneity of litter weight at weaning.

Keywords: correlated response; pre-weaning; survival; weight; welfare

1. Introduction

The aim of genetic selection in maternal rabbit lines has traditionally been to improve the mean
of productive traits: Litter size [1], or the length of does” productive life [2,3]. Overall, this intensive
selection for the increase of productivity has been successful, but it has also had negative consequences
on animal welfare, increasing culling at early ages [4,5]. Consequently, resistance toward disease and
stress are current priorities in rabbit breeding, leading to better doe resilience and welfare.

Selection for environmental sensitivity, measured as litter size variability, is an indirect selection
methodology for improving resilience and robustness [6,7]. A divergent selection experiment
for this trait has been performed with success [6], leading to lines with high and low litter size
variability. Higher litter size variability affects the heterogeneity of littermates, which can produce
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lower pre-weaning survival rates [8,9]. The aim of this work is to study the correlated response in the
pre-weaning survival rates of two rabbit lines, divergently selected for environmental sensitivity.

2. Material and Methods

All experimental procedures involving animals were approved by the Miguel Hernandez
University of Elche Research Ethics Committee (Reference number 2019/VSC/PEA/0017), in accordance
with Council Directives 98/58/EC and 2010/63/EU.

2.1. Animals

A divergent selection experiment for litter size variability was carried out over twelve generations.
The selection was based on the phenotypic variance of the litter size of each doe, after correcting the
litter size for both year—season and parity-lactation status [6].

All of the animals were reared in the farm of the Miguel Hernandez University of Elche (Spain).
The rabbits were fed a standard commercial diet (17% crude protein, 16% fiber, 3.5% fat, Nutricun
Elite Gra®, De Heus Nutricién Animal, La Corufa, Spain). Food and water were provided ad libitum.
The same feeding conditions were provided for both lactating and non-lactating does. Does were
housed in individual cages (37.5 X 33 X 90 cm) under a constant photoperiod of 16 h continuous light:
8 h continuous darkness, and with controlled ventilation throughout the experiment. The experiment
took place from December to September. The temperature and relative humidity were recorded every
15 min with a Tinytag data logger (Table 1).

Table 1. Temperature and relative humidity by season.

Temperature (°C) Relative Humidity (%)
Season
Average Minimum Maximum Average Minimum Maximum
Winter 14.4 7.5 222 63.2 26.6 100
Spring 20.3 15.2 28.6 78.7 43.3 100
Summer 26.9 19.2 33.8 76.9 32.1 100

Does were first mated at 18 weeks of age, and at 10 d after parturition thereafter. Matings took
place every week. The nest was made with textile by-products and the doe had free access to the nest,
from 2 days before delivery until 21 days after delivery, when the nest was removed. The litters were
not standardized, and the kits were weaned at 28 days of age.

Data come from the 12th generation of the selection. The litter size at birth (LS), the number born
alive (NBA), the number born dead (NBD), the number of rabbits at 4 days of age (N4), and the number
of rabbits at weaning (NW) were recorded. The rabbits were individually weighed and sexed within
24 h after birth. Some of the kits had suckled before being weighed. The milk intake was verified by
recording a white mark in the abdominal area. The kits were also weighed at weaning. A total of
2484 kits from 127 does from the low line, and 1916 kits of 114 does from the high line were weighed.

2.2. Traits

The following traits were analyzed: LS; survival at birth (NBA/LS); survival at 4 days of age
(N4/NBA); survival at weaning (NW/N4); the individual weight at birth of live and dead Kkits;
the individual weight at weaning; the litter weight at birth of total kits and kits alive; the litter weight
at weaning; and the weight distance of live, dead, and weaned rabbits. The weight distance was
calculated as the absolute value of the differences between the individual value and the mean value of
its litter.
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2.3. Statistical Analysis

The model used for analyzing the LS and the litter survival rates was:
Vil = 1+ Li +5; + LPx + pija + €5

where L; is the line effect with two levels (the high and the low lines); S; is the season effect with three
levels (winter, spring, and summer); LPy is the lactation—parity effect with five levels (nulliparous,
lactating, and non-lactating primiparous doe, and lactating and non-lactating multiparous doe); pjjk is
the dam permanent effect with 241 levels; and ey is the residual term.

The individual weight at birth for the live and dead kits, and their corresponding distance were
analyzed using the following model:

Yijklmnop = LK; + S] + LPx + IM; + SEm + Pijklmn * Cijkimno + b x Lsijklmno + Cjjkimnop

where LK; is the line-survival effect (live kits of the high line, dead kits of the high line, live kits of the
low line, and dead kits of the low line); IM] is the intake of milk effect (whether the kit suckled or not
before being weighed); SEp, is the sex effect (male and female); pjimn is the dam permanent effect
with 241 levels; Cjjkimno is the common litter effect with 541 levels; b is the regression coefficient of the
covariate; LSjjximno is the covariate litter size; and ejjximnop is the residual term.

Litter weights, individual weights at weaning, and the distance were analyzed with the same
model, but the line effect with two levels (high and low lines) was used instead of the line-survival effect.

All of the analyses were performed using Bayesian methodology [10]. Bounded uniform priors
were used for all effects. The joint prior distribution for the permanent environmental effect of the doe
and the common litter effect was N (0, I®Gp), where Gp, was the (co)variance matrix between these
effects. Residuals priori distribution was N (0, I(X)02¢). Residuals, permanent environmental effects,
and common litter effects are uncorrelated. The priors for the variances were also bounded uniform.
Features of the marginal posterior distributions for all of the unknowns were estimated using Gibbs
sampling. The Threshold Model program was used [11]. We used a chain of 250,000 samples, with a
burn-in period of 50,000. Only one out of every 100 samples was saved for inferences. Convergence
was tested using the Z criterion of Geweke [12], and Monte Carlo sampling errors were computed
using time-series procedures [13].

The relationship between the probability of survival from birth to 4 d of age, and the individual
weight at birth was analyzed by logistic regression. The model included line, season, parity-lactation
(with three levels: Nulliparous, lactating, and non-lactating does), milk intake, and sex effects.
Table 2 shows the number of kits that survived at 4 d of age, classified by weight at birth, and line.
The LOGISTIC procedure of the statistical package SAS was used [14].

Table 2. Number of kits at birth (number of kits at 4 d of age) by line effect and individual birth weight (g).

20-34 35-44 45-54 55-64 65-80

Line H 73(29) 316 (214) 644 (578) 494 (468) 234 (222)
Line L 128 (54)  339(226) 756 (652) 661 (609) 338 (321)

3. Results

3.1. Correlated Response to Selection in Litter Survival and Pre-Weaning Weight

Descriptive results of the traits by line are presented in Table 3. The coefficient of variations are
moderate and increase from birth to weaning, except for the weight distance, which is high and similar.
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Table 3. General mean, standard deviation (SD), coefficient of variation (CV) for litter size at birth,
survival, litter weight, individual weight, and weight distance before weaning.

Line H Line L
Mean SD Ccv Mean SD Ccv

Litter size 7.69 2.98 0.38 8.35 243 0.29
Survival

At birth 0.89 0.25 0.28 0.86 0.25 0.29

At 4 days of age 0.88 0.25 0.28 0.87 0.25 0.29

At weaning 0.61 0.34 0.56 0.67 0.34 0.51
Litter weight

Total at birth (g) 431 118 0.27 450 119 0.26

Live at birth (g) 412 127 0.31 410 128 0.31

At weaning (g) 2518 1183 0.47 2460 1185 0.48
Individual weight

Live at birth (g) 53.5 11.2 0.21 54.0 11.2 0.21

Dead at birth (g) 46.3 11.2 0.24 46.0 11.1 0.24

At weaning (g) 493 151 0.31 477 150 0.31
Weight distance

Live at birth (g) 49 4.6 0.94 5.4 4.6 0.85

Dead at birth (g) 6.9 4.6 0.67 6.8 4.6 0.67

Weaned (g) 53.3 45.7 0.86 47.8 46.4 0.97

Table 4 shows the features of the estimated marginal posterior distributions of the differences
between the lines for litter survival, individual weight, and weight distances at birth and weaning.
The litter size at birth was higher in the low line (H-L = —0.6 kits; P = 1.0). The survival rate at birth
and at 4 d of age were similar between the lines, but the survival at weaning was 5% higher in the low
line (P = 0.93). Both of the lines showed similar individual weights of kits, and litter weight at birth.
There is some evidence that the individual weight at weaning was lower in the low line (H-L =15 g;
P = 0.82), but when the litter weight at weaning was considered, both lines showed similar values
(P = 0.78). The weight distance for live kits at birth was higher in the low line (H-L = -0.5 g; P = 0.97);
however, the weight distance at weaning was lower in the low line (H-L = 6.3 g; P = 0.98).

Table 4. Features of the marginal posterior distribution of the differences between the high and the low
litter size variability lines for litter size at birth, survival, litter weight, individual weight, and weight
distance before weaning.

H L H-L HPDys9, P

Litter size

At birth 7.7 8.3 -0.6 -1.1; -0.2 1.00
Survival

At birth 0.89 0.87 0.02 —0.03; 0.06 0.79

At 4 days of age 0.88 0.87 0.01 —-0.04; 0.05 0.67

At weaning 0.62 0.67 —0.05 —-0.12; 0.01 0.93
Litter weight

Total at birth (g) 440 443 -3 -15; 8 0.73

Live at birth (g) 409 411 -2 -14; 9 0.65

At weaning (g) 2461 2404 57 -84; 205 0.78
Individual weight

Live at birth (g) 53.5 54.1 -0.4 -1.7; 0.8 0.75

Dead at birth (g) 46.3 46.1 -0.2 —2.4; 19 0.60

At weaning (g) 495 480 15 -17; 47 0.82
Weight distance

Live at birth (g) 49 54 -0.5 -0.9; 0.0 0.97

Dead at birth (g) 7.0 6.8 0.2 -0.9; 1.3 0.68

Weaned (g) 54.1 47.8 6.3 0.2; 123 0.98

H = median of the high line; L = median of the low line; H-L = median of the difference between the high and
the low lines; HPDgs9, = highest posterior density region at 95%; P = probability of the difference being >0 when
H-L > 0, and probability of the difference being <0 when H-L < 0.
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3.2. Survival at 4 d of Age and Individual Weight at Birth

The probability of survival at 4 d of age, and weight at birth were not affected by sex (P = 0.47).
Both of the lines showed similar probabilities of survival at 4 d of age, with the same weight at birth
(P =0.12; Figure 1). Probabilities of survival asymptotically increased with the individual birth weights,
and raised to more than 90% from 60 g onwards.

100

O
o

80

70

60

50

Probability of survival at 4 d of age (%)

40 v

30
20 30 40 50 60 70 80

Weight at birth (g)

@ High Line @ Low Line

Figure 1. Relationship between survival at 4 d of age and individual birth weights for the high and the
low litter size variability lines.

Kits born in winter had less of a probability of survival than those that were born in summer or
spring (P < 0.0001; Figure 2). When the weight of the kits was higher than 60 g at birth, the probability
of survival was at its maximum, regardless of the parity-lactation status of the doe (P < 0.0001; Figure 3).
The minimum probability of survival took place in the lactating does, when the weights ranged from
30 to 60 g; the non-lactating does showed the highest probability of survival.
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Figure 2. Relationship between survival at 4 d of age and individual birth weight for the seasons.
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Figure 3. Relationship between survival at 4 d of age and individual birth weight for the parity-lactation status.

Kits that suckled always had a higher probability of survival than the kits that did not suckle
(P < 0.0001; Figure 4). Kits with the minimum weight had a survival probability of 65% when the
rabbits suckled, but only 35% if they did not suckle.

Probability of survival at 4 d of age (%)

100

90

80

70

60

50

40

30

20 30 40 50 60 70 80
Weight at birth (g)

® Intake of milk @ No-intake of milk

Figure 4. Relationship between survival at 4 d of age and individual birth weight for the milk intake effect.
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4. Discussion

4.1. Correlated Response to Selection in Litter Survival and Pre-Weaning Weight

Our divergent selection experiment for environmental sensitivity has shown that this trait is
genetically determined [6]. This has implications for animal welfare, as animals that cope better with
their environment have better welfare than the more sensitive animals [7]. After correcting for the
litter size, both of the lines had similar individual weights at birth, and the survival rates at birth
and the survival rates at four days of age were not modified. Moreover, the relationship between the
probability of survival at 4 d of age and the weight at birth was not affected by the line.

Weight distance has been used as the dispersion measure, instead of the standard deviation of the
weight of the litter, because it provides one record per individual instead of one per litter. It seems
that there is a correlated response on both of the weight distances at birth and at weaning, but with
opposite sign; the kits” weight is more variable at birth in the low line, but then less variable at weaning.
To date, there is no information available on the weight distance at birth in rabbits, but Peir6 et al. have
shown similar values of weight distance at weaning [15].

Maternal care in the first days after parturition is clearly related to the ingestion of energy by the
kits, which is directly related to their survival [16]. So, the higher rate of survival at weaning of the low
line could indicate higher milk production, and better maternal behavior during lactation. In spite of
the greater variability of weight at birth of the low line, this line produces a greater uniformity of weight
at weaning than the high line, perhaps due to a higher lactation capacity of the doe. The homogeneity
in weight within the litter is an important trait in prolific species such as rabbits [17], because increasing
the weight homogeneity within the litter reduces the competition between littermates, and increases
the viability of them [18].

4.2. Survival at 4 d of Age and Individual Weight at Birth

The probability of individual survival at 4 d of age is related to birth weight, as the kits with
lower birth weight have a lower probability of survival. Neonates require a protective environment,
adequate nutrition, and special maternal care in order to survive [19]. So, the season of birth, the intake
of milk, and the parity-lactation status of the doe all affect the likelihood of survival. The probability
of survival at 4 d of age was lower in winter than in spring and summer, when the weight at birth
was less than 50 g. If the birth weight is less than the optimum weight, the energy reserves and the
thermoregulatory capacity are reduced, and the perinatal mortality increases [20]. If the temperature
in the nest is low during their first five days of life, the instantaneous energy production capacity of the
young rabbits is insufficient, being unable to compensate for thermal losses through the skin, and the
probability of survival decreases [21].

The kits’ fat tissue is high at birth, and decreases thereafter [22]. The ingestion of milk immediately
after birth allows the rabbit to save fat tissue, and thus significantly increase its chances of survival [23,24].
The lack of a milk spot at birth increases the mortality of the kits at 4 d of age, irrespective of their birth
weight. Similar results were obtained at the first week of age [24,25].

When lactation and gestation were overlapping, the probability of survival was lower than in
nulliparous and non-lactating does. It is well known that does undergo a nutritional deficit when
lactation and pregnancy overlap [26,27], and that this deficit affects the probability of the kits” survival.

5. Conclusions

The low line leads to a greater uniformity of kit weight at weaning than the high line, although the
variability of weight at birth is higher, which could be due to a higher lactation capacity of the doe.
In conclusion, selection for litter size variability shows a negative correlated response in the uniformity
of weights at birth, and a positive correlated response in survival and the uniformity of weights at
weaning, without affecting individual and litter weight.
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7. RESULTADOS Y DISCUSION

La varianza ambiental es una medida que evalta la sensibilidad de los individuos a los
desafios del entorno. Esta componente de variabilidad esta influenciada por factores
genéticos y ha sido objeto de seleccidon en especies como el conejo (Blasco et al., 2017;
Garreau et al., 2008) y el raton (Formoso-Rafferty et al., 2016). La inclusién de la
varianza ambiental en los programas de mejora genética animal puede contribuir a
homogeneizar la produccion en las explotaciones, puesto que su reduccion minimiza las
diferencias entre individuos. Ademas, se ha observado que la disminucion de la varianza
ambiental se relaciona positivamente con caracteristicas productivas como el peso al
nacimiento en cerdo (Sell-Kubiak et al., 2015) y la produccién de leche en vacuno (Poppe
et al., 2021). Asimismo, se ha encontrado una correlacion negativa entre la varianza
ambiental y las caracteristicas indicadoras de resiliencia de los animales, tal es el caso de
la salud en vacuno (Elgersma ef al., 2018) y en conejo (Argente et al., 2019). Estos
hallazgos resaltan la importancia de considerar la varianza ambiental en los programas de
seleccion para mejorar la adaptabilidad y el bienestar de los animales.

En esta tesis se emplearon animales de un experimento de seleccion divergente en conejo
con el objetivo de modificar la variabilidad ambiental del tamafio de camada durante 12
generaciones en la Universidad Miguel Hernandez de Elche. Las dos lineas de conejos
utilizadas fueron criadas en condiciones ambientales idénticas y comparten una base
genética comun. Por tanto, las diferencias fenotipicas observadas entre estas lineas se
deben exclusivamente a diferencias genéticas. El criterio de seleccion utilizado se baso
en la varianza del tamafio de camada, corrigiendo previamente el tamafio de camada por
dos efectos fijos: afio-estacion y estado de parto-lactacion.

Se debe destacar que es el primer experimento en el que se selecciona directamente por
la varianza ambiental, considerandola como un caracter observado. Tras 10 generaciones
de seleccion, se obtuvo una respuesta a la seleccidon equivalente al 4,5% de la media de la
varianza ambiental de la generacion base por generacion (Blasco et al., 2017).

Estudios previos realizados por Argente et al. (2019) y Beloumi et al. (2020) han
demostrado que las hembras de la linea homogénea, caracterizadas por un tamafio de
camada mas homogéneo, presentan una mayor resistencia al estrés y una mejor capacidad
de enfrentarse a enfermedades. Ademas, Casto-Rebollo ef al. (2023) han desarrollado el
primer estudio que demuestra que la seleccion para la variabilidad ambiental del tamafo
de camada puede modificar la composicion del microbioma intestinal. Los resultados
revelaron diferencias en la composicion del microbioma relacionadas con la modulacion
de la inmunidad intestinal, lo que podria contribuir a las diferencias de resiliencia entre
las poblaciones de conejos. Asi pues, la seleccion divergente basada en la variabilidad del
tamafio de camada se ha revelado como una metodologia eficaz para mejorar la resiliencia
en poblaciones animales.

La evaluacion del estrés cominmente implica medir los niveles de cortisol en diversas
matrices bioldgicas, como el plasma sanguineo, las heces, el pelo y la orina (Ataallahi et
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al., 2022). En nuestras lineas de conejos, se cuantificaron especificamente los niveles de
cortisol en el plasma sanguineo de hembras nuliparas de la octava generacion (Argente et
al.,2019). La linea heterogénea presento niveles de cortisol basales mas altos (0,2 ng/mL)
en comparacion con la linea homogénea, tanto en condiciones normales como después de
la administraciéon de ACTH (0,7 ng/mL). Sin embargo, en generaciones posteriores,
ambas lineas mostraron niveles de cortisol similares en hembras primiparas (Beloumi et
al., 2020). Se ha de tener en cuenta que el analisis de la concentracion de cortisol en
sangre plantea dificultades debido a la variabilidad interindividual en la liberacion y
eliminacion de cortisol.

Para evaluar el estrés en conejos se propuso un método no invasivo alternativo: la
medicidn de la emisividad de la temperatura ocular mediante termografia de infrarrojos.
En este estudio, que dio lugar al primer articulo de la tesis, las dos lineas de conejos
exhibieron patrones distintos en la evolucion de la temperatura ocular después de un
estimulo estresante, como la monta. Especificamente, la temperatura ocular aumentd un
3,2% en la linea heterogénea (35,81 °C temperatura basal a 36,95 °C temperatura a los
30 minutos tras la monta), mientras que solo se incrementd6 un 1,8% en la linea
homogénea (35,69 °C temperatura basal a 36,32 °C a los 5 minutos después de la monta).
Estos resultados han sido avalados recientemente en los machos de las lineas (Serrano-
Jara et al., 2024). En este caso, se midid la temperatura ocular basal, a un minuto y a 5
minutos después de realizar una extraccion de semen. La linea homogénea mostré una
temperatura basal mas baja que la linea heterogénea tanto en condiciones de confort
térmico (36,46 °C vs. 36,77 °C; P = 92%), como con estrés térmico (37,13 °C vs. 37,78
°C; P <£99%). Estas diferencias se mantuvieron hasta el primer minuto. Investigaciones
previas han establecido una asociacion positiva entre una mayor emisividad de
temperatura y niveles elevados de estrés en conejos (de Lima ef al., 2013; Jaén-Téllez et
al., 2021; Marai et al., 2001). Por lo tanto, este estudio proporciona nueva evidencia que
confirma los niveles mas bajos de estrés observados en la linea homogénea.

La variacion de emisividad de temperatura es diferente en funcion de la especie animal
estudiada y del estimulo utilizado. Este estudio también investigd por primera vez la
evolucidn de la temperatura ocular en conejos tras la aplicacion de un estimulo estresante.
Se midio la temperatura a los 5, 30 y 60 min posteriores a la monta. La temperatura ocular
se mantuvo superior a la temperatura basal incluso a los 60 min. Sin embargo, estudios
recientes realizados en los machos de estas lineas mostraron que la maxima temperatura
del globo ocular se presenta al minuto de aplicar el estimulo estresante, que en este caso
fue la obtencidn de una muestra de semen mediante vagina artificial (Serrano-Jara ef al.,
2023). En otras especies, como el caballo de carreras, la emisividad de temperatura es
mayor a la basal desde 5 min antes de la competicidn hasta 3 horas después (Valera et al.,
2012; Bartolomé et al., 2013). Por otro lado, en ratas, la temperatura ocular vuelve a los
niveles basales 14 min después del estimulo estresante (Vianna y Carrive, 2005).

La condicidn corporal ha sido ampliamente utilizada para evaluar la movilizacion de las
reservas corporales en animales productivos, incluyendo el ganado vacuno (Schroder y
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Staufenbiel, 2006), el ganado porcino (Maes et al., 2004) y el conejo (Pascual ef al.,
2000). Este indicador se considera relevante para el bienestar animal, ya que estd
relacionado con la fertilidad y la predisposicion del animal a enfermar y ser eliminado
(Barletta et al., 2017 en vacuno; Van Staaveren et al., 2017 en porcino; Sanchez ef al.,
2012 en conejos). Por lo tanto, la monitorizacién de la condicidon corporal podria ser un
indicador valioso para evaluar la resiliencia de los animales.

Para el segundo articulo de esta tesis, se investigd la respuesta a la seleccién por
variabilidad del tamafio de camada y la respuesta correlacionada en el tamafio de camada
de los tres primeros partos, en el peso a los 28 dias y a los 63 dias de edad de la hembra
y en la condicion corporal de la hembra desde la monta hasta el destete en conejos. Los
resultados confirman la respuesta directa a la selecciéon previamente observada en
generaciones anteriores (Blasco er al., 2017), ya que la linea heterogénea presentd una
variabilidad en tamafio de camada de 4,23 gazapos® por camada, mientras que la linea
homogénea tuvo un valor de 2,78 gazapos® por camada (P = 100%). Ademas, se observo
que la linea homogénea logr6 incrementar el tamafio de camada en los tres primeros
partos, sin afectar el peso individual de la hembra a los 28 dias y a los 63 dias de edad.
La diferencia en el tamafio de camada entre la linea homogénea frente a la heterogénea
fue de + 0,42, + 0,54 y + 0,66 gazapos para el primer, segundo y tercer parto
respectivamente (P > 90%).

En cuanto a la evoluciéon de la condicidon corporal, ambas lineas experimentaron una
disminucién del espesor de la grasa perirrenal desde la monta hasta el parto. Este resultado
era esperado ya que, en la ultima semana de gestacion, las hembras presentan un balance
energético negativo debido al rapido crecimiento de los fetos en el altimo tercio de la
gestacion y a la disminucion en la ingesta de alimento por parte de la madre (Fortun-
Lamothe, 2006). Sin embargo, confirmando estudios previos en estas lineas (Garcia et
al., 2019), se observo que la disminucion de la condicion corporal al parto fue menor en
la linea homogénea tanto en peso individual de la coneja como en espesor de grasa
perirrenal, a pesar de que esta linea estaba gestando un mayor ntimero de fetos (Argente
etal.,2017).

En este estudio, se investigaron los efectos de la movilizacioén de reservas corporales en
la condicion corporal y la supervivencia de conejas lactantes. Durante los primeros dias
de lactacion, la produccion de leche es baja, y la ingesta de alimento por parte de las
conejas lactantes cubre las necesidades nutricionales tanto para el mantenimiento como
para la lactancia (Feugier y Fortun-Lamothe, 2006). Por lo tanto, las hembras pueden
recuperar sus reservas corporales durante este periodo (Theilgaard et al., 2009).

Ambas lineas de conejas experimentaron una recuperacion similar de reservas corporales
desde el parto hasta los 10 dias después del parto, pero teniendo la linea homogénea un
mayor espesor de grasa perirrenal tanto al parto (7,71 mm la linea homogénea frente 7,44
mm linea heterogénea, P = 99%) como a los 10 dias postparto (8,17 mm la linea
homogénea frente 7,90 mm linea heterogénea, P = 99%). La menor condicidon corporal y
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la mayor movilizacién de reservas corporales en este momento se han relacionado con
una mayor tasa de mortalidad y una menor probabilidad de supervivencia después del
parto o una mayor tasa de eliminacion debido a problemas sanitarios (Theilgaard et al.,
2006; Garcia et al., 2019). Estos hallazgos son consistentes con investigaciones previas
en estas lineas (Argente et al., 2019).

El ritmo reproductivo utilizado en este experimento fue semi-intensivo, con montas
realizadas 10-12 dias después del parto (Castellini et al., 2010), lo que resulté en un
solapamiento entre la lactacion y la gestacion. Al momento del destete, se produce una
alta demanda energética tanto para la produccion de leche como para el desarrollo de los
fetos en gestacion. Esta demanda energética no puede ser completamente cubierta por la
ingesta de alimento de la hembra, lo que da lugar a la movilizaciéon de las reservas
corporales (Castellini, 2007; Castellini et al., 2010). Los resultados de este estudio
indicaron una disminucion de la condicién corporal desde los 10 dias después del parto
hasta el destete en ambas lineas, siendo esta disminucidn ligeramente superior en la linea
homogénea, posiblemente debido a un mayor nimero de gazapos al destete en esta linea.

Desde el inicio de la seleccion divergente de las lineas, se observé que la linea homogénea
consistentemente produjo camadas mas numerosas que la linea heterogénea. Blasco et al.
(2017) encontraron una diferencia de 0,8 gazapos en la generacion 10 en favor de la linea
homogénea, mientras que en la generacion 12, correspondiente a los animales estudiados
para esta tesis, la linea homogénea presentd 0,6 gazapos adicionales al parto en
comparacion con la linea heterogénea.

Los estudios sobre los componentes del tamafio de camada revelaron que ambas lineas
exhiben una tasa de ovulacidon similar. Sin embargo, se observaron diferencias en las
primeras etapas del desarrollo embrionario. La linea homogénea mostré un mayor
porcentaje de embriones normales y un desarrollo embrionario mas avanzado a partir de
las 48 horas después de la monta (Garcia ef al., 2016; Calle et al., 2017). Estas diferencias
persistieron hasta la implantacion, con la linea homogénea presentando +1,23 embriones
mas que la linea heterogénea y una mayor supervivencia embrionaria (+7%; Argente ef
al., 2017). A pesar de este mayor hacinamiento uterino en la linea homogénea, no se
observd una penalizacién en la supervivencia prenatal. Como resultado, la linea
homogénea exhibidé un mayor tamafio de camada al parto (Argente et al., 2017).

El tercer articulo de esta tesis se centrd en la evolucion de las diferencias en el peso
individual del gazapo al nacimiento y la supervivencia durante la lactacion en ambas
lineas. Se propuso una medida alternativa de dispersion del peso de los gazapos utilizando
la distancia individual del peso, en lugar de la desviacidn estandar (Peir6 et al., 2021). La
eleccion de esta medida se basa en la consideracion de que, en el primer caso, se obtiene
un dato por individuo, mientras que, en el segundo, se tiene un dato por camada.

Los resultados revelaron una respuesta correlacionada tanto en la distancia del peso al
nacimiento como en el peso al destete. Las diferencias en estas distancias presentaron
signos opuestos entre el nacimiento y el destete. Especificamente, la distancia del peso al
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nacimiento en la linea homogénea fue superior a la de la linea heterogénea (5.4 g vs. 4,9
g), sin embargo, fue menor al destete (47,8 g vs. 54,1 g). Estos resultados sugieren una
mayor variabilidad del peso del gazapo al nacimiento en la linea homogénea frente a los
gazapos de la linea heterogénea que se invierte al destete.

En la bibliografia, sélo se ha encontrado un trabajo previo que mida la distancia del peso
de los gazapos al destete. En €1, Peir6 ef al. (2019) estudiaron la respuesta correlacionada
en la distancia del peso de los gazapos al destete en una linea seleccionada por tasa de
ovulacién y tamafo de camada y encontraron valores similares a los encontrados en
nuestras lineas (50 g).

Al evaluar la supervivencia de los gazapos al destete, nuestros resultados indicaron que
la linea homogénea presentd una supervivencia un 5% superior en comparacion con la
linea heterogénea (P = 93%). El comportamiento maternal durante los primeros dias
después del parto se relaciona directamente con la ingesta de energia de los gazapos, lo
que a su vez afecta su supervivencia. Una mayor supervivencia al destete en la linea
homogénea podria estar relacionada con una mayor produccion de leche y un mejor
comportamiento maternal en comparacion con la linea heterogénea.

Ademas, aunque la linea homogénea mostr6é una mayor variabilidad de peso de la camada
al nacimiento, al llegar al destete, esta linea exhibi6 una mayor uniformidad en el peso de
los gazapos dentro de una misma camada. Esta uniformidad podria estar relacionada con
una mayor capacidad de produccion de leche por parte de las hembras. El caracter de
homogeneidad del peso de los gazapos dentro de una camada es considerado relevante en
especies prolificas, como el conejo (Bolet ef al., 2007) y el cerdo (Canario ef al., 2010),
ya que una mayor uniformidad reduce la competencia entre los gazapos de la misma
camada y aumenta la probabilidad de supervivencia (Garreau ef al., 2008).
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8. CONCLUSIONES

La seleccion para la varianza residual del tamafio de la camada mostrd una respuesta
correlacionada en la temperatura corporal de las hembras. Las hembras seleccionadas
para reducir la variabilidad del tamafio de camada mostraron un menor incremento de
temperatura después de un estimulo estresante, lo que sugeriria un mayor bienestar de
estas hembras. Este estudio debe considerarse preliminar y sera necesario realizar
estudios adicionales para confirmar estos resultados.

La seleccion para la variabilidad del tamafio de camada mostr6 una respuesta
correlacionada en la condiciéon corporal y la movilizacion de grasa. Las hembras
seleccionadas por la homogeneidad del tamafio de la camada se desempefiaron mejor en
situaciones de alta demanda de energia, como el parto y la lactancia, en comparacién con
las seleccionadas para aumentar la variabilidad del tamafio de la camada. Esto significa
que los animales de la linea homogénea tuvieron mejores niveles de salud y bienestar.

La linea homogénea proporcioné una mayor uniformidad del peso de los gazapos al
destete que la linea heterogénea, lo que podria deberse a una mayor produccién y calidad
de leche y mejor capacidad maternal de la hembra. La seleccion por variabilidad en el
tamafio de la camada mostré una respuesta correlacionada negativa en la uniformidad de
pesos al nacimiento y una respuesta correlacionada positiva en la supervivencia y la
uniformidad de pesos al destete, sin afectar el peso del individuo y de la camada.
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