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RESUMEN

El objetivo de esta investigacion fue evaluar el efecto de una dieta formulada en
comparaciéon a una dieta comercial para conejos en la mitigacion de metano bajo
condiciones de produccion de gas in vitro. El estudio se realiz6 en las instalaciones
del Centro Universitario UAEM Amecameca (Posta Zootécnica y Laboratorio
Multidisciplinario de Investigacion) de la Universidad Autonoma del Estado de
México, Amecameca, Estado de México. Se empleo inéculo ruminal para el estudio
in vitro colectado prepandial de un bovino donador Holstein fistulado en rumen, se
emplearon frascos ambar con una capacidad de 120 ml a los cuales se les adiciono
como sustrato 500 mg de cada uno de los alimentos a evaluar molidos a un tamafio
de particula de 1 mm agregando a cada frasco 90 ml de liquido ruminal
estandarizado con un flujo constante de CO2. Transcurrido el tiempo de incubacion
se estimo la emision de CHs4 y CO2 mediante el empleo de una jeringa de vidrio
graduada volumétricamente la cual contenia el gas producido durante la
fermentacién y transferido a una soluciébn con hidroxido de sodio para la
cuantificacion de gases. Se determiné la concentracién de AGV mediante la técnica
de cromatografia de gases en muestras preparadas con acido metafosforico (25 %
p/v) en una relacién 4:1. Respecto a la produccién de CH4 y CO2 se observé una
disminucion en CH4 (P=0.0108) con la dieta comercial Purina en comparacion a los
demas alimentos comerciales y con la dieta formulada, por su parte la produccion
de acidos grasos volatiles no se presentaron diferencias significativas (P>0.05)
entre tratamientos destacando mayor produccién de AGV totales con la dieta
comercial Purina y Malta (P=0.0132). Por lo cual se concluye que la dieta comercial
Purina evaluada en este estudio in vitro fue la que mostré menor produccion de CHa,

asi como mayor concentracion de AGV totales respecto a los demas tratamientos.

Palabras clave: gases de efecto invernadero, metano, in vitro.



ABSTRACT

The objective of this research was to evaluate the effect of a formulated diet
compared to a commercial diet for rabbits on methane mitigation under in vitro gas
production conditions. The study was carried out at the facilities of the UAEM
Amecameca University Center (Zootechnical Posta and Multidisciplinary Research
Laboratory) of the Autonomous University of the State of Mexico, Amecameca, State
of Mexico. Ruminal inoculum was used for the in vitro study, collected prepandially
from a Holstein donor cattle fistulated in the rumen. Amber bottles with a capacity of
120 ml were used to which 500 mg of each of the foods to be evaluated were added
as substrate, ground to a particle size of 1 mm, adding 90 ml of ruminal liquid
standardized with a constant flow of CO2 to each bottle. After the incubation time,
CH4 and CO2 emissions were estimated using a volumetrically graduated glass
syringe containing the gas produced during fermentation and transferred to a sodium
hydroxide solution for gas quantification. The concentration of VFA was determined
by gas chromatography in samples prepared with metaphosphoric acid (25 % wi/v)
in a 4:1 ratio. Regarding the production of CHs4 and CO2, a decrease in CHs
(P=0.0108) was observed with the Purina commercial diet compared to the other
commercial feeds and the formulated diet, while the production of volatile fatty acids
did not show significant differences (P>0.05) between treatments, highlighting a
higher production of total VFA with the Purina and Malta commercial diet (P=0.0132).
Therefore, it is concluded that the Purina commercial diet evaluated in this in vitro
study was the one that showed the lowest CHa production, as well as the highest

concentration of total VFA compared to the other treatments.

Key words: greenhouse gases, methane, in vitro.
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1. INTRODUCCION

El sector ganadero desempeifia un papel crucial en la contribucion a las emisiones
de gases de efecto invernadero (GEl), tal como, diéxido de carbono (CO2), metano
(CHa4) y 6xido nitroso (N20). Debido al rapido crecimiento de la poblacién mundial,
la demanda de alimentos se incrementa, especialmente la de productos con alto
contenido en nutrientes, como la leche y la carne, cuyo consumo se espera se
duplique en 2050 en comparacion con el afio 2000 (Steinfeld, 2006). En este tenor,
la cunicultura, proporciona carne con excelentes caracteristicas nutricionales
especificas, como su alto contenido en acidos grasos poliinsaturados, proteinas y
aminoacidos esenciales; al mismo tiempo, sus valores energéticos moderadamente
altos, bajo contenido en grasa y niveles de colesterol contribuyen a su composicién
deseable (Dalle Zotte y Szendré, 2011), siendo estas propiedades nutricionales

aptas por parte de los consumidores por llevar un estilo de vida saludable.

Dentro de las cualidades del conejo destacan que es un herbivoro
fermentador del intestino posterior; su fisiologia digestiva le permite obtener
proteinas y vitaminas a través de la cecotrofia, la cual resulta ser una estrategia
altamente eficiente para incrementar el aprovechamiento de la proteina dietética de
baja calidad reciclandose via fermentacién en el ciego junto a las secreciones
proteicas enddgenas y las células epiteliales desprendidas del intestino delgado
(Carabano, 1998). Aunado a esto, presenta un ciclo vital corto, un periodo de
gestacién breve, una alta prolificidad, asi como una buena capacidad de conversion

alimenticia (Lebas et al., 1997).

El uso de forrajes o fibras en la alimentacion animal ha llevado a la realizacion
de investigaciones enfocadas en el estudio de arqueas metanogénicas ruminales,
recientemente existen reportes de estos mismos géneros de microorganismos
presentes en animales no rumiantes con una gran similitud, las cuales aun no han
sido asignadas a una unidad taxonémica estricta. Tales arqueas se han observado
en cerdos (Mao etal., 2011; Luo et al., 2012; Mi et al., 2019), caballos (Lwin y Matsui,
2014), conejos (Ku$ar y Avgustin, 2010) y aves de corral (Saengkerdsub et al.,

2007), lo cual indica que no unicamente los rumiantes son generadores de metano,



sino que los animales no rumiantes contribuyen en menor medida, por lo que se ha
evaluado el efecto del manejo, nutricion y genética de los conejos, sin embargo, se
desconoce con exactitud el impacto de estos animales en la contaminacion
medioambiental, la principal hipétesis sobre la produccién de conejos es una
contribucion significativa a las emisiones de gases de efecto invernadero en

comparacion al ganado rumiante (Tonhauzer et al., 2023).



2. ANTECEDENTES

2.1Metano y su efecto en el cambio climatico

El cambio climético es el mayor desafio de la historia moderna; el aumento de las
emisiones de gases de efecto invernadero (GEI) inducidas por el hombre altera el
equilibrio energético de la tierra provocando un aumento de la temperatura global,
segun distintos escenarios de emisiones publicados oscila entre menos de 1.5°C y
5°C para 2100 (IPCC, 2006; Tonhauzer et al., 2023). Aproximadamente el 14.5%
de las emisiones antropogénicas mundiales de GEI se deben a actividades
relacionadas con la ganaderia (Gerber et al., 2013), cuantificar y mitigar el impacto
medioambiental del sector ganadero es de interés mundial, ya que desempefia un
papel importante en el cambio climatico (Cesari et al., 2018; Biagini et al., 2021). Sin
embargo, diferentes estudios reportan que el principal contribuyente a los impactos
ambientales es la produccion de alimentos, en particular, los insumos o ingredientes
proteicos comprados, especialmente la harina de soya, que esta asociada a las
emisiones relacionadas con la deforestacién (Bava et al., 2017; Cesari et al., 2018).
Los sistemas ganaderos generan grandes cantidades de estiércol en todo el mundo
(Thangarajan et al., 2013) e incluyen un contenido global de N estimado en 81.5-
128.3 gT/afio? (MacDonald et al., 2011).

El metano se produce durante la fermentacion de los alimentos en el tracto
gastrointestinal (TGI) por arqgueas metanogénicas conocidas como metan4genos,
estos son un grupo especializado de microorganismos pertenecientes al filo
Euryarchaeota (Moissl-Eichinger et al., 2018), forman parte de un microbioma que
ha evolucionado en profunda asociacion simbiética con los animales. Las arqueas
metanogénicas pertenecen a los ordenes Methanobacteriales, Methanomicrobiales,
Methanosarcinales, Methanomassiliicoccales, Methanococcales, Methanocellales y
Methanopyrales (Moissl-Eichinger et al., 2018), siendo las mas prevalentes en
animales del género Methanobrevibacter (Luo et al., 2013; Luo et al., 2017; Moissl-
Eichinger et al., 2018).



2.2 Sector ganadero y agricola en la contribucion a las emisiones
de gases de efecto invernadero
Los rumiantes producen metano por unidad de alimento consumido (EPA, 2000),
aunado a los efectos nocivos sobre calentamiento global, el CH4 es también una
pérdida de energia alimentaria, los rumiantes pueden perder entre el 2y 12 % de la
energia ingerida en forma de CHa4 (Johnson y Ward, 1996). Los distintos tipos de
alimentos tienen un efecto significativo sobre las emisiones entéricas, en particular
CHa4, por lo que los sistemas de nutricion, alimentacion y las raciones tienen el mayor

potencial para reducir las emisiones de CH4 (Knapp et al., 2014).

El sector agricola contribuye al cambio climatico mediante la emisién de
gases de efecto invernadero (Figura 1), procedentes de la produccion ganadera,
especialmente de rumiantes; por ejemplo, las emisiones de CH4 procedentes de la
fermentacidn entérica, la gestion del estiércol y las emisiones de N20O procedentes

de la gestion del estiércol (Koonawootrittriron y Elzo, 2010).

Segun la Agencia de Proteccion Medioambiental (EPA), el sector agricola
emite alrededor del 10 - 12 % del total de las emisiones antropogénicas mundiales
de GEI, en las emisiones globales, el 44 % del CHay el 13 % del CO2 son producidos

por actividades antropogénicas, respectivamente (Gavrilova et al., 2019).



Figura 1. Emisiones antropogénicas de GEI por continente
Tomado de Faostat, (2016)

2.3 El conejo y su contribucion en la generacion de gases de
efecto invernadero
La poblacion de animales que se mantienen en condiciones domésticas y que no
son controlados estadisticamente, tales como la poblacién de gatos, perros y otros
animales de peleteria, entre ellos los conejos, que no se realiza una recopilaciéon
oficial y no son controlados sistematicamente, son contribuyentes en menores
cantidades en comparacién al ganado rumiante de gases de efecto invernadero.
Investigaciones realizadas han evaluado el efecto del manejo, nutricion y genética
de los conejos, sin embargo, se desconoce con exactitud el impacto de estos
animales en la contaminacion medioambiental. La principal hip6tesis sobre la
crianza de conejos es una contribucion significativa a las emisiones de gases de
efecto invernadero (Tonhauzer et al., 2023), asi mismo Por su parte Clauss et al.
(2020) han presentado una revision de las emisiones de CHs en diferentes
mamiferos, estipulando que todos los mamiferos suelen producir algunas

cantidades de CHa4, y que la intensidad de las emisiones de este gas de algunos no



rumiantes sigue siendo comparable a la de los rumiantes. Sin embargo, no se sabe
a ciencia cierta qué factores y sus parametros determinan el nivel de produccién de

CHa en las distintas especies animales.

Datos oficiales emitidos por el IPCC (2006), menciona que los conejos son
contribuyentes en la emision de metano a través de la gestion del estiércol, con una
produccién anual de 0.08 Kg de CHa por cabeza™ afio?, representando el factor de

emision mas bajo en comparacién a ciervos, renos, zorros y visones (Cuadro 1).

Cuadro 1. Factores de emisién de metano por gestion del estiércol para ciervos,
renos, conejos y peliferos

Factor de emision de CH4

Ganado
(kg CH4 cabeza® afio™)
Ciervos 0.22
Renos 0.36
Conejos 0.08
Peliferos (zorros, visones) 0.68

Adaptado de IPCC, (2006)

Investigaciones enfocadas en argueas metanogénicas en rumiantes han
demostrado la presencia de argueas no cultivadas y desconocidas con grandes
similitudes con especies conocidas las cuales aun no han sido asignadas a una
unidad taxondémica estricta. Tales arqueas (Figura 2) se han observado en cerdos
(Mao et al., 2011; Luo et al., 2012; Mi et al., 2019), caballos (Lwin y Matsui, 2014),
conejos (Kusar y Avgustin, 2010) y aves de corral (Saengkerdsub et al., 2007).

Ademas, la abundancia de metandgenos se cree que su diversidad y
composicion afectan a la produccion de CHa tal es el caso de los conejos, en donde
la disminucion del tamafio de las particulas de fibra reduce la diversidad de
metandgenos, aumentando la abundancia de Methanobrevibacter a expensas de
Methanosphaera, lo que probablemente de como resultado una mayor emision de
CHa (Liu et al., 2018).



Clase Orden Familia Género

Methanobacteria—» Methanobacteriales ——» Methanobacteriaceae ——»Methanobrevibacter
—» Methanobacterium

—» Methanosphaera

'» Methanothermobacter
Methanomicrobia—»Methanomicrobiales ethanocorpusculaceae —»Methanocorpusculum
Methanomicrobiaceae |+ Methanomicrobium
—» Methanoculleus
Methanogenium
Methanosarcinales ——»Methanosarcinaceae —yMethanimicrococcus

Thermoplasmata »Methanomassilicoccales »Methanomassilicoccaceae »Methanomassiliicoccus

Figura 2. Sistematizacion de géneros de metandgenos detectados en no rumiantes
Tomado de Misiukiewicz et al. (2021)

Respecto a la actividad de la poblacion microbiana que habita en el ciego del
conejo, Mi et al. (2018) encontraron abundancias relativamente bajas de
metandgenos en el ciego, esto debido a un pH acido de 5.8, lo cual es desfavorable
para el crecimiento de arqueas metanogénicas. La menor abundancia de
metandgenos y la disponibilidad de vias alternativas a la metanogénesis, como la
acetogénesis podrian explicar los niveles relativamente bajos de emisién de CHa4

observados en conejos (Belenguer et al., 2011).

Los metandégenos parecen establecerse lentamente en los conejos,
Marounek et al. (1999) menciona que la metanogénesis comenzo a la edad de 6
semanas en uno de cada cuatro conejos, mientras tanto Piattoni et al. (1996) reportd
que la produccién de CHa4 estuvo casi ausente de la fermentacion hasta los 32 dias
de edad, tras lo cual cambi6 repentinamente y siguié aumentando con la edad. En
los conejos lactantes jovenes, la acetogénesis reductora es probablemente una

caracteristica principal de la fermentacion cecal que se sustituye parcialmente de



forma gradual por la metanogénesis con el aumento de la ingesta de alimentos
sélidos (Piattoni et al., 1996).

2.4 Poblacion de conejos a nivel mundial

La produccion de conejos en miles de cabezas a nivel mundial (Figura 3),

destacando los principales paises productores tales como China con un total de
99.169, China, Continental con 99.079, Republica de Corea con 27.019, seguido de

Egipto, Nigeria, Ucrania, Federacion de Rusia, Argelia, Sierra Leona y México con

una produccion de 1.410 cabezas.
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Figura 3. Produccién de conejos a nivel mundial

Fuente: Adaptado de FAOSTAT (2021)



2.5 Produccion nacional de conejos

Entre los principales estados con mayores indices de produccién en México se
encuentran el Estado de México, Puebla, Tlaxcala, Morelos, CDMX, Michoacan,
Guanajuato, Querétaro, Hidalgo y Jalisco (Jaramillo Villanueva et al., 2015). El
crecimiento en el numero de cabezas de conejos en el periodo comprendido del
2012 al 2021 (Figura 4), en donde se puede observar un incremento en la
produccion de conejos, esto debido a la demanda por parte de los consumidores en
adquirir un producto con un alto valor biologico caracterizado por un bajo nivel de

grasa (Dalle Zotte y Szendrd, 2011).
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Figura 4. Numero de cabezas de conejos en México del afio 2012-2021

Fuente: Adaptado de FAOSTAT (2021)



2.6Beneficios de la carne de conejo

Desde el punto de vista nutricional, la carne de conejo representa una alternativa

ideal en la alimentacién de todo tipo de consumidores, contiene alto contenido de

proteinas, vitaminas del complejo B, minerales, siendo baja en sodio, grasa y

colesterol (Dalle Zotte y Szendr6, 2011). Entre sus propiedades nutricionales

(Cuadro 2), la carne de conejo se caracteriza por tener menos grasa (6.8 g/100 g) y

calorias (618 kJ/100 g) en comparacion con las carnes rojas, en cuanto al contenido

de colesterol contiene los niveles mas bajos (53 mg/100 g; Lukefahr et al., 1989;

Parigi Bini et al., 1992).

Cuadro 2. Composicion quimica y valor energético de distintos tipos de carne

Agua (g) Proteinas (g) Lipidos (g) Energia (kJ)
Cerdo
Rango 60-75.3 17.2-19.9 3-22.1 418-1121
Promedio 70.5 18.5 8.7 639
Bovino
Rango 66.3-71.5 18.1-21.3 3.1-14.6 473-854
Promedio 69.1 19.5 9 665
Pollo
Rango 67.0-75.3 17.9-22.2 0.9-12.4 406-808
Promedio 72.2 20.1 6.6 586
Conejo
Rango 66.2—75.3 18.1-23.7 0.6-14.4 427-849
Promedio 70.8 21.3 6.8 618

Adaptado de Salvini et al. (1998)

Segun su composicion grasa, la carne de conejo podria ser un alimento muy

atil en la dieta humana (Cuadro 3), posee un contenido relativamente alto de acidos

grasos poliinsaturados (PUFA; Romans et al., 1974; Ouhayoun et al., 1985; Alasnier

10



y Gandemer, 1998;) y una relacion FA-n6/FA-n3 muy baja (Castellini et al., 1999).
Sin embargo, el aumento del grado de insaturacion de los tejidos animales mediante
la manipulacion dietética acelera el deterioro oxidativo durante el procesado y

almacenamiento de la carne.

Cuadro 3. Composicion de &cidos grasos y contenido de colesterol de distintos
tipos de carne

Cerdo? Bovino? Pollo® Conejo°

C12:0 0.32 - - 0.24
C14:0 1.22 2.52 0.62 3.14
C16:0 23.7 23.3 23.2 27.3
C18:0 11.7 13.7 8.2 7.9
C20:0 - - - 0.1
C22:0 - - - 0.004

AGS 37 39.5 32 38.6
C14:1 n-6 - - - 0.45
Ci16:1 3.14 4.2 5.62 6.67
C18:1 n-9 41.3 38.2 35.4 25.4
C20:1 n-9 - - - 0.31

MUFA 44.4 42.4 41 32.8
C18:2 n-6 14.3 6.3 20.1 20.7
C18:3 n-3 0.55 0.91 0.49 3.14
C20:4 n-6 3.63 2.36 3.64 0.032
C20:5n-3 - - 0.17 0.01
C22:6 n-3 - - 0.66 0.008

PUFA 18.5 9.5 25.1 23.9
n-6/n-3 32.5 9.5 18 6.7
Colesterol 61 70 81 45

aBanskalieva et al. (2000); "Komprda et al. (1999); °Dalle Zotte et al. (2001); AGS:
acidos grasos saturados; MUFA: acidos grasos monoinsaturados; PUFA: acidos

grasos poliinsaturados.
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2.7Tracto gastrointestinal del conejo

El conejo es un herbivoro, o mas concretamente un folivoro, disefiado para existir
con una dieta de suculenta vegetacion verde, sin embargo, su tamafio hace que su
metabolismo sea elevado, ha desarrollado un aparato digestivo radicalmente
distinto al de los herbivoros mas conocidos, como el caballo (fermentador del colon)
y los rumiantes (fermentadores gastricos; Hirschfeld et al., 1973). El conejo tiene un
sistema que permite una ingesta elevada de alimentos (energia y proteinas), separa
los componentes digeribles y facilmente fermentables de la dieta y elimina
rapidamente los residuos fibrosos de fermentacién lenta (Michaeli et al., 1980). Su
sistema digestivo también elimina la necesidad de disponer de una gran superficie
de absorcion en el intestino grueso mediante la separacion completa de los
productos de la fermentacion cecal y las heces, lo que permite la reingestion y
absorcién de las bacterias y sus subproductos en el intestino delgado (Cortopassi y
Muhl, 1990). Debido a esta peculiaridad, el conejo posee una eficiente fisiologia
digestiva que le permite utilizar los alimentos fibrosos sin necesidad de almacenar
grandes volumenes en el cuerpo, su tracto gastrointestinal comprende un estomago
simple, un ciego bien desarrollado y un mecanismo de separacion dependiente de
particulas del colon proximal (Figura 5), estas particulas son selectivamente
retenidas y empleadas como sustratos para la fermentacion microbiana en el ciego,
la produccion e indigestion de cecotrofos, lo que contribuye significativamente a la
eficiente digestion del conejo (Sakaguchi, 2003).
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Figura 5. Esquema de la anatomia del tracto digestivo del conejo
Adaptado de Harcourt-Brown (2002)

Estdmago
El tracto digestivo del conejo esta representado por un estdbmago simple que
comprende aproximadamente el 15 % del volumen gastrointestinal total, cuenta con
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un esfinter cardiaco bien desarrollado que impide el vomito, la porcion cardiaca del
estdbmago tiene paredes delgadas, no es glandular y es intrinsecamente inmovil se
cree que la agitacion del material alimenticio dentro del cardias se produce
indirectamente debido a los movimientos del intestino grueso y a los movimientos
locomotores del conejo, y no a causa de la motilidad géastrica intrinseca (Brewer y
Cruise, 1994).

Los tricobezoares ("bolas de pelo"), que originalmente se creia que se debian
simplemente a la ingestion de pelo, se consideran ahora en general el resultado de
una disminucién del movimiento gastrico, a menudo debido a la inactividad fisica
del conejo o secundario a una motilidad reducida del intestino (Harcourt-Brown,
2002). El “fundus” es la principal porcién secretora del estbmago, y tiene células
parietales (que secretan acido clorhidrico y factor intrinseco) y células pépticas (que
secretan pepsinodgeno, precursor de la pepsina; Campbell-Ward, 2012). EI pH
gastrico del conejo varia considerablemente durante el transcurso del dia, siendo
en general acido; después del consumo de alimento puede descender hasta 1.0 o
2.0, mientras que tras la ingestion de cecotrofos aumenta hasta 3.0 (Blas y
Wiseman, 2010). Los conejos jovenes (predestetados) tienen un pH gastrico mucho
mayor (5.0 - 6.5), lo que favorece la supervivencia y el paso de las bacterias
ingeridas, facilitando el establecimiento de la comunidad microbiana del intestino

grueso (Harcourt-Brown, 2002).

Intestino delgado

El intestino delgado es mas corto en los conejos que en otras especies, constituye
alrededor del 12% del volumen total del tracto gastrointestinal (Azzali y Arcari,
2000), en esta parte del tracto digestivo del conejo tiene lugar el proceso de
segmentacion, el cual esta implicado en la mezcla del contenido intestinal mediante
la constriccion estatica periddica de la pared intestinal, y es especialmente
importante en el duodeno del conejo, por otra parte, la peristalsis implica un anillo
de contraccidon que se mueve gradualmente a lo largo del intestino. En la regulacion
del movimiento peristaltico intervienen varias hormonas y péptidos

gastrointestinales, como la colecistoquinina, la somatostatina y el péptido intestinal
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vasoactivo (Cheeke, 1987). Las contracciones peristalticas se producen lentamente
cada 10 - 15 minutos, y no se alteran con las fases del ciclo cecotroéfico. Por otra
parte el tiempo de retencion del quimo se ha estimado entre 10 - 20 minutos en el
yeyuno, y entre 30 - 60 minutos en el ileon (Blas y Gidenne, 1998).

En el extremo distal del ileon, dorsal al intestino grueso en el cuadrante
abdominal caudal izquierdo, hay una ampolla muscular redonda denominada
Sacculus rotundus formando la union entre ileon, ciego y colon proximal (Figura 5),
posee una funcion inmunoldgica y so6lo se encuentra en lagomorfos (Jenkins, 2000).
Esta estructura tiene un aspecto externo alveolado debido a la presencia de foliculos
linfaticos, también conocida como amigdala ileocecal, siendo un lugar comdn de

impactacion de cuerpos extrafios (Jenkins, 1993).

Intestino grueso

Estd muy desarrollado en el conejo comprende el ciego y colon (Figura 6), en
términos basicos, el ciego actia como una camara de fermentacion que facilita la
descomposicion de la fibra digerible y el almidon, mientras que el colon clasifica y
empaqueta los excrementos; el proceso digestivo del conejo difiere del proceso de
fermentacién cecal y colonica habitual en muchos otros herbivoros en que la fibra
se elimina lo mas rapidamente posible (Campbell-Ward, 2012). El colon se divide
funcionalmente en dos partes: el colon proximal, que se identifica
macroscopicamente por la presencia de haustra (saculaciones), y la parte distal,
que carece de haustra. En el colon proximal se produce la separacion de la ingesta
en fracciones digeribles e indigeribles, el proceso de separacion se ve facilitado por
una combinacion de anatomia funcional y motilidad colbnica. Las particulas
digeribles (que tienden a ser mas cortas) se depositan cerca de la mucosa y
posteriormente son impulsadas en direccion retrograda de vuelta al ciego mediante

una serie de contracciones coordinadas.
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Intestino grueso disecado de un conejo

1 ileon

2 Sacculus rotundus

3 cuerpo del ciego

4 apéndice vermiforme
5 ampolla coli

& colon proximal

7 Fusus coli

8 colon distal

Figura 6. Diseccion del intestino grueso del conejo.
Tomado de Donnelly (2004)

Al mismo tiempo, las particulas mas largas, gruesas y no digeribles tienden
a permanecer en el centro de la luz del colon y se dirigen hacia el interior para formar
granulos fecales duros, siendo cruciales para estimular la motilidad gastrointestinal
normal y para mantener los procesos fisioldgicos vitales de regeneracion celular,

secrecion, digestidon, absorcion, peristalsis y excreciéon (Hirakawa, 2001).

16



En la unién entre el colon proximal y distal hay una estructura denominada
Fusus coli exclusiva de los lagomorfos, controla la motilidad colénica segmentaria,
peristaltica y haustral y es responsable de exprimir mecénicamente el agua y los
electrolitos de las heces duras antes de su expulsion. La reabsorcion del agua y la
eliminacién de los solutos se produce en el colon distal. ElI Fusus coli se ve influido

por hormonas como la aldosterona y las prostaglandinas (Harcourt-Brown, 2002).

Ciego

El ciego del conejo es proporcionalmente el mayor de todos los mamiferos, tiene el
doble de longitud que la cavidad abdominal, representa el 40 — 60 % del volumen
total del tracto gastrointestinal y tiene una capacidad 10 veces superior a la del
estdbmago, sus paredes son finas y enrolladas terminando en el apéndice
vermiforme formando el pliegue final (Campbell-Ward y Meredith, 2010; Jenkins,
2000). Es un tubo ciego de cinco pulgadas que termina en el flanco izquierdo dorsal
a la primera parte del ciego y tiene paredes gruesas que contienen tejido linfoide
(Barone, 1973; Brooks, 1997), este segrega iones de bicarbonato al lumen cecal el
cual actian como amortiguador de los acidos grasos volétiles producidos por la
fermentacién cecal (Williams et al., 1961; Cheeke, 1987). El ciego recibe las
particulas cortas y el liquido retenido selectivamente por el colon proximal, por lo
que su contenido suele ser de consistencia semifluida. La fermentacion microbiana
es el principal mecanismo por el que se liberan los nutrientes de los alimentos
ingeridos, y las particulas retenidas dirigidas desde el colon proximal al ciego
proporcionan el sustrato para la poblacion autéctona de microorganismos cecales,
algunos de los productos de la fermentacion se absorben directamente a través de
la pared cecal, mientras que muchos otros son expulsados y reingestados como

cecotrofos (Harcourt-Brown, 2002).

El ciego proporciona una camara de fermentacion anaerdbica para
organismos como Bacteroides spp., que se encuentran hasta en 10°/ g, ademas de
la ingesta, los mucopolisacaridos secretados por las células caliciformes de la

mucosa constituyen una importante fuente de hidratos de carbono para la
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fermentacion cecal por Bacteroides spp (Fekete, 1989). Asi mismo, suelen
encontrarse otras especies bacterianas, tales como, Bifidobacterium spp.,
Endophorus spp., Streptococcus spp. y Acuformis spp. En el lumen intestinal se
encuentran Clostridium, Peptococcus, Peptostreptococcus y Fusobacterium
adheridos a la mucosa (Forsythe y Parker, 1985; Cheeke, 1987; Straw, 1988; Blas
y Gidenne, 1998). En el contenido cecal se encuentran muchos protozoos no
patdégenos, incluidos protozoos ciliados morfolégicamente similares a Isotricha de
rumiantes (107 / mL), protozoos flagelados como Eutrichomastix spp., Enteromonas
spp. Y Retortamonas spp y un organismo ameboide, Entamoeba cuniculi (Lelkes y
Chang, 1987; Owen, 1992).

La comunidad microbiana del ciego descompone el amoniaco, la urea, las
proteinas y las enzimas del intestino delgado y la celulosa, también tiene la
capacidad de metabolizar el xilano y la pectina (Blas y Gidenne, 1998). Los
productos de este metabolismo son las estructuras proteicas y enzimaticas de los
propios microorganismos (que posteriormente se digieren como cecotrofos), y los
subproductos de la fermentacion microbiana denominados colectivamente acidos
grasos volatiles. La degradacién de la digesta que entra en el ciego por los
microorganismos da como resultado la produccion de acidos grasos volatiles (AGV),
amoniaco, didxido de carbono, metano e hidrogeno. La actividad fibrolitica del ciego
no se lleva a cabo en conejos jovenes de dos semanas de edad, mientras que la
actividad celulolitica alcanza progresivamente su nivel maximo en torno a los 35
dias de edad, por el contrario, la actividad xilanasica y pectinolitica parece aumentar
entre las 10 y las 24 semanas de edad (Pinheiro et al., 2001), se ha demostrado
gue la microbiota amilolitica ya es activa a las dos semanas de edad y parece
estable entre los 15y los 49 dias (Padilha et al., 1995) mientras que la concentraciéon
de acidos grasos volatiles (AGV) cecales aumenta progresivamente (40 a 70
mmol/L) encontrando que los niveles de acetato (75 - 85%) son regularmente
superiores a los de propionato (6 - 8%) o butirato (6 - 10%). La concentracion de
amoniaco en el ciego disminuye ligeramente con la edad (Gidenne y Fortun-

Lamothe, 2002), tanto el aumento de los acidos grasos volatiles como la disminucion
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de la concentracion de amoniaco inducen una caida del pH cecal de los 15 a los 42

dias de edad.

Cecotrofia

Es practicada por conejos, roedores y una variedad de otros animales (Thacker y
Brandt, 1955), siendo parte normal del comportamiento circadiano del conejo, este
ocurre aproximadamente a partir de la segunda y tercera semana de edad cuando
los conejos comienzan a consumir alimentos solidos (Jilge, 1982). Durante el
transcurso del dia los conejos excretan heces duras y redondas, mientras que por
la noche son de consistencia blanda (Lockley, 1976), estas heces nocturnas son
pequefias y suaves (Figura 7) conocidos como “cecotrofos”, caracterizados por
presentar una membrana verdosa cubiertos de moco que encierra la ingesta cecal
semiliquida, contienen altas cantidades de vitaminas B y K, asi como elevado
contenido de proteinas.

Valvula ileocdlica

4 Prostaglandinas cerrada
4 Fusus coli

4 Aldosterona

Contraccion fuerte —_ Contraccion suave

Fase de heces
blandas

Fase de heces
duras

Cecotrofos, pequefios,
blandos, pegajosos y
olorosos

23 T

S

Bolas duras, secas, grande
y no se pegan

Figura 7. Proceso de formacién de cecotrofos
Adaptado de Varga (2014)
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El conejo ingiere estos cecotrofos directamente del ano (Figura 8) llevando a
cabo una redigestion absorbiendo los nutrientes previamente no digeridos, de este
modo el alimento ingerido puede pasar por el tracto gastrointestinal dos veces en
un lapso de 24 horas (Eden, 1940; Yoshihara y Kandatsu, 1960). La excrecion de
heces sigue un marcado ritmo circadiano, alternando entre la fase de heces duras
(que coincide con la actividad alimentaria) y la fase cecotrofica (Que suele coincidir
con un periodo de reposo de al menos 4 horas tras la alimentacion); este ritmo esta
influido por la dieta, edad y el estado reproductivo (Carabano, 1998).

Figura 8. Ingestion de cecotrofos.

A, heces blandas; B, heces duras.

Tomado de Harcourt-Brown (2002)

2.8Alimentacion y nutricion

Una adecuada nutricibn en el conejo brindara un adecuado estado de salud,
mientras que al proporcionar una pobre nutricion contribuira significativamente a un
mal desarrollo dental, mayor susceptibilidad a enfermedades gastrointestinales y

trastornos de comportamiento (Quesenberry y Carpenter, 2011)
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Proteinas

Las necesidades de proteinas son elevadas en los animales jovenes, no sélo para
el crecimiento corporal, sino también para el desarrollo y la renovacion de la mucosa
intestinal, cuando los animales son alimentados con una dieta rica en proteinas
existe un mayor flujo ileal de proteina aumentando la acidez cecal, lo cual puede
favorecer a la presencia de especies patégenas (Gutiérrez et al., 2003; Conde et
al., 2004; Gémez-Conde et al., 2004; Nicodemus et al., 2005) tal es el caso de
Clostridium, los cuales se han encontrado cuando existe un aumento de proteinas
en la dieta (Catala y Bonnafous, 1979; Haffar et al., 1988).

Respecto a las recomendaciones de las necesidades nutricionales de
conejos en crecimiento para los aminoécidos limitantes mas frecuentes, siendo
estos lisina, metionina y treonina (Maertens y Groote, 1988; Taboada et al., 1994;
De Blas et al., 1998), en el Cuadro 4 se observan los requerimientos establecidos
por NRC (1977), INRA (1984) y los presentados por de Blas y Mateos (1998), en
donde estipulan que las recomendaciones actuales para lisina y la treonina son mas
elevadas (del 12 al 23 % respectivamente), estas diferencias podrian explicarse por
la mayor productividad observada en los nuevos genotipos desarrollados, asi como
por las dietas utilizadas en los experimentos en que se determinaron estas

recomendaciones.

Carbohidratos

Un punto importante al momento de formular dietas para conejos es determinar la
mejor fuente de carbohidratos, las actividades de amilasa y disacaridasa aumentan
con la edad, pero permanecen bajas durante los 25 a 35 dias de edad (Corring et
al., 1972; Dojana et al., 1998; Scapinello et al., 1999), como consecuencia, la
cantidad de almidon que llega al ciego y la mortalidad durante el periodo postdestete
aumentan con el incremento de la concentracion de almidon en la dieta (Blas y
Wiseman, 2010).
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Cuadro 4. Recomendaciones de proteina y aminoacidos para conejos en crecimiento y

lactantes
NRC (1977) INRA (1984) de Blas y Mateos (1998)

Crecimiento Lactantes Crecimiento Lactantes Crecimiento Lactantes
Energia
digestible
(MJ/kg) 10.5 10.5 10.5 11.0 10.5 11.1
Proteina cruda
(%) 16.0 17.0 16.0 18.0 15.3 18.4
Proteina
digestible (%) 10.7 12.9
Lisina:
Total (%) 0.65 0.65 0.75 0.75 0.84
Digestible (%) 0.59 0.66
Aminoécidos
sulfurados:
Total (%) 0.60 0.60 0.60 0.54 0.65
Digestible (%) 0.41 0.50
Treonina:
Total (%) 0.60 0.55 0.70 0.64 0.70
Digestible (%) 0.44 0.48
Arginina (%) 0.60 0.90 0.90
Histidina (%) 0.30 0.35 0.43
Leucina (%) 1.10 1.05 1.25
Isoleucina (%) 0.60 0.60 0.70
Fenilalanina y
Tirosina (%) 1.10 1.20 1.40
Triptéfano (%) 0.20 0.18 0.22
Valina (%) 0.70 0.70 0.85
Lipidos

Pocos estudios se han ocupado del papel de los lipidos de la dieta en la salud
digestiva del conejo en crecimiento, ya que los niveles de lipidos en la dieta suelen
ser inferiores al 3 % digiriéndose bien en el intestino delgado, sin embargo,

recientemente se ha descubierto que algunos acidos grasos de cadena media,
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como los acidos caprilico y caprico (en forma de triacilglicerol), presentan actividad
antimicrobiana para algunas bacterias de la flora digestiva cecal (Marounek et al.,
2002), teniendo un impacto favorable sobre la salud digestiva del conejo en
crecimiento (Skfivanova y Marounek, 2006). Algunos acidos grasos, como los de la
clase omega 3, también estarian implicados en el desarrollo de la respuesta
inmunitaria (Fortun-Lamothe y Boullier, 2004). Por su parte Maertens et al. (2005)
sefialaron una mayor viabilidad posdestete de las crias alimentadas con una dieta
que tenia una relacién n-3/n-6 baja (1,0 frente a 4,4), ademas, la adicion de grasa a
las dietas de iniciacibn aumenta la ingesta energética de los gazapos contribuyendo
a mantener una buena condicion nutricional corporal, por lo tanto, esto favorece una
maduracion digestiva, un desarrollo del sistema inmunitario, reduciendo asi el riesgo

de destete y mejorando la resistencia a los problemas digestivos.

Vitaminas y minerales

Las vitaminas se dividen en dos categorias: liposolubles e hidrosolubles (Cuadro 5),
las vitaminas del complejo B, asi como la vitamina C son hidrosolubles, éstas no se
almacenan en el organismo y las porciones no utilizadas son eliminadas a través de
la orina, sin embargo, la mayoria de las vitaminas del grupo B son sintetizadas por
las bacterias del intestino posterior y son consumidas por el conejo durante la
cecotrofia, mientras que las vitaminas A, D, E y K son liposolubles, estas pueden

almacenarse en el higado y en los depdsitos de grasa (Lebas, 2000).

En comparacion con otras especies domésticas, la carne de conejo es
relativamente pobre en sodio, con alto contenido en potasio y fésforo, por lo demas,
los conejos presentan algunas particularidades como el alto contenido de minerales
en la leche, las conejas muy prolificas que producen grandes cantidades de leche
pueden mostrar un déficit de calcio al final de la gestacion o al principio de la
lactacion, con signos similares a los de la fiebre de la leche en vacas lecheras, un
aporte excesivo de calcio se excreta por la orina, formando un precipitado

caracteristico, y podria dafar la estructura renal (Mateos et al., 2010).

Ademas, los conejos son capaces de digerir parcialmente el 4cido fitico en el

ciego y reciclar el acido fosforico a través de las heces blandas (Marounek et al.,
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2003), por consiguiente, la digestibilidad del acido fitico es mayor en los conejos

gue en otras especies (Gutiérrez et al., 2000). La mayoria de las vitaminas B, junto

con la vitamina C y vitamina K, también son sintetizadas por la flora intestinal y

recicladas por cecotrofia (Carabafio et al., 2010), aunque podrian ser necesarios

suplementos dietéticos para cubrir las necesidades, algunos otros minerales como

el cloruro, el sodio y el potasio estan presentes en las heces blandas en mayores

concentraciones que en las heces duras (Hornicke y Bjérnhag, 1980).

Cuadro 5. Requerimientos recomendados en la alimentacion de conejos en diferentes

etapas fisioldgicas

Componentes de

alimentos con 89%

Conejo joven

(4-12 semanas)

Cria lactante

Pre-destete

Mixto

(maternidad +

de materia seca engorda)
Proteina cruda (%) 16 18 15 17
Proteina digestible

(%) 11.5 13.3 10.8 12.4
Aminoécidos (%)

Metiotina + cistina 0.6 0.6 0.55 0.6
Lisina 0.7 0.9 0.65 0.7
Arginina 0.9 0.8 0.8 0.9
Treonina 0.55 0.7 0.55 0.6
Triptofano 0.13 0.2 0.12 0.13
Histidina 0.35 0.43 0.35 0.4
Isoleucina 0.6 0.7 0.67 0.65
Fenilalanina + tirosina 1.2 1.4 1.1 1.25
Valina 0.6 0.85 0.68 0.8
Leucina 1.05 1.25 1 1.2
Energia

Energia digestible

(kcal/kg) 2,500 2,650 2,400 2,550
Energia

metabolizable

(kcal/kg) 2,380 2,520 2,280 2,420
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Grasas (%)

Fibra cruda (%)

Fibra cruda
indigestible (%)

FDA (%)

Relacion de proteina
digestible/indigestible
, energia (g/1,000
kcal)

Minerales (%)
Calcio

Fosforo
Potasio

Sodio

Cloro

Magnesio

Vitaminas.
Vitamina A (Ul/kg)
Vitamina D (Ul/kg)
Vitamina E (ppm)
Vitamina K (ppm)
Vitamina C (ppm)
Vitamina B1 (ppm)
Vitamina B2 (ppm)
Vitamina B6 (ppm)
Vitamina B12 (ppm)
Acido félico (ppm)
Acido pantoténico
(ppm)

Niacina (ppm)
Biotina (ppm)

3-5

12
18

45

0.4
0.3
0.6
0.3
0.3
0.25

6,000
1,000

4-5

10
14

51

1.2
0.5
0.9
0.3
0.3
0.25

10,000
1,000
50

14
20

46

0.5
0.6
0.3
0.3
0.25

10,000
1,000

U o N O N O N

20
50
0.2

3-4

12
18

48

11
0.6
0.9
0.3
0.3
0.25

10,000
1,000

g o N M N O N

20
50
0.02

2.9Forrajes

Importancia de la fibra en la alimentacion del conejo

Adaptado de Lebas (2000)
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El término "fibra” engloba varios componentes que tienen su propio efecto sobre la
digestion y la salud, en los alimentos para animales el procedimiento de Van Soest
et al. (1991) permite dividir algunas fracciones de fibra utilizando varios criterios
analiticos; por ejemplo, el criterio de fibra acido-detergente (FDA), el cual recupera
las fracciones de celulosa y lignina (Figura 9), la dieta natural del conejo se basa
principalmente en una gran variedad de pastos, hierbas y hojas (Marques y Mathias,
2001), por lo que se ha recomendado proveer a los conejos heno ad libitum,
vegetales verdes, asi como proporcionar pellets con alto contenido en fibra (Bradley,
2004; Stapleton, 2014). La inclusion de fibra no digerible en las dietas de conejos
es considerada importante para el funcionamiento normal del mecanismo de
separacion del colon (Davies y Davies, 2003), en los sistemas de produccion
cunicola, se ha demostrado que al incrementar el nivel de fibra dietaria se reduce la
incidencia de diarreas asociadas a los altos indices de mortalidad (Gidenne, 2003,
2015).

Se ha demostrado que la concentracién 6ptima de fibra detergente neutro
(FDN) en dietas para conejos es del 33.5% en base al alimento (Blas y Wiseman,
2010), la fibra dietética ayuda a mantener una alta tasa de pasaje, evitando la
acumulacion de digesta en el ciego que reduce el consumo de alimento
perjudicando el crecimiento (De Blas et al., 1999). La fibra alimentaria es un sustrato
para los microorganismos cecales, su fermentacion produce principalmente acidos
grasos volatiles, que pueden reducir la incidencia de trastornos digestivos (Gidenne,
1996), ademas de suministrar energia al animal la fermentacion cecal también
aumenta el suministro de proteina microbiana de alta calidad a través de la

cecotrofia.

La fibra dietética exhibe numerosos beneficios a lo largo del sistema digestivo
sobre el consumo de alimento, eficiencia digestiva y actividad microbiana (Knudsen,
2001; Wenk, 2001), la fibra puede afectar la salud digestiva del conejo, lo cual ha
sido claramente demostrado en conejos en crecimiento, ya que las deficiencias de
fibra en la dieta afectan los procesos digestivos normales (Bellier y Gidenne, 1996).

La presencia de problemas digestivos es originada debido a una actividad
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microbiana cecal deficiente o desequilibrada de la flora simbio6tica (Buddington y
Weiher, 1999).
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La digestibilidad se puede aumentar reduciendo fisicamente el tamafio de las particulas mediante la molienda.

Figura 9. Digestion de la flbra en conejos

Tomado de Harcourt-Brown (1981)

El heno de alfalfa es la fuente de fibra mas utilizada, representando alrededor
del 50% de la FDN total de la dieta con una tasa de paso relativamente alta
(Gidenne, 1992), siendo un sustrato adecuado para la fermentacion cecal (Garcia
et al., 1995). La inclusion de fuentes de fibra como la paja de trigo de gran tamafio
de particula, disminuye el peso del contenido y la acidez cecales (De Blas et al.,
1986), trabajos recientes utilizando dietas con un Unico tipo de fibra han demostrado
una mayor influencia del tamafio de particula que de la composicién quimica sobre
la digestibilidad de la fibra y el tiempo medio de retencion de la digesta en el intestino
(Garcia et al., 1999).
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3 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Debido al creciente indice poblacional a nivel mundial, es necesario satisfacer la
demanda de alimentos de alta valor biolégico, esta demanda esta impulsada por
varios factores, como el aumento de la urbanizacién, los cambios en las dietas y las
preferencias alimentarias, la carne es una fuente concentrada de proteinas y
nutrientes esenciales, sin embargo, tiene implicaciones significativas en términos de
uso de recursos, emisiones de gases de efecto invernadero y problemas de
bienestar animal. La produccién de carne, especialmente la carne de rumiantes
tiene un alto impacto ambiental, ya que requiere grandes cantidades de agua, tierra
y alimentos para criar y mantener el ganado. Ademas, la produccion de animales
para carne es responsable de una parte sustancial de las emisiones de gases de
efecto invernadero, lo que contribuye al cambio climéatico. Dada la creciente
preocupacion por los impactos ambientales de la produccion de carne, han
aumentado investigaciones en la busqueda de alternativas sostenibles, la
produccion de conejos ha emergido como una alternativa prometedora debido a sus
ventajas Unicas y a las cualidades nutritivas de su carne. Ademas, la calidad de la
carne de conejo presenta caracteristicas particulares que la distinguen de otras
carnes de origen animal, caracterizandose por ser rica en proteinas, vitaminas y con
un bajo porcentaje de grasa, por lo que resulta ideal para el consumidor que opta

por incluirla como parte de su plan de alimentacion.
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4 OBJETIVOS

4.1 General

Evaluar el efecto de una dieta formulada en comparacién a una dieta comercial en

la mitigacién de metano bajo condiciones de produccion de gas in vitro.

4.2Especificos

» Determinar la produccion de metano (CHa4) y dioxido de carbono (COz2) con

la adicion de diferentes dietas para conejos
» Cuantificar la produccion de &cidos grasos volatiles (acético, propiénico y

butirico), la relacion acético:propidnico y AGV totales por cromatografia de

gases.
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5 HIPOTESIS

La implementacion de una dieta formulada en comparacion a una dieta comercial
modificara los parametros de fermentacién dando como resultado menor produccion

de CHs y COz2, siendo una alternativa a emplear en la dieta de conejos.
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6 MATERIALES Y METODOS

Esta investigacion se realizé en las instalaciones del Centro Universitario UAEM
Amecameca (Posta Zootécnica y Laboratorio Multidisciplinario de Investigacién) de
la Universidad Autbnoma del Estado de México, Amecameca, Estado de México.

6.1In6culo e incubaciones in vitro

El inéculo para el estudio in vitro que se utilizd para esta investigacion fue liquido
ruminal, esto debido a la relacidbn que existe entre la poblacion microbiana de
rumiantes como de no rumiantes especificamente en la poblacién de metan6genos
productores de CHa. Se colecto6 prepandial de un bovino donador Holstein fistulado
en rumen, cuya dieta consistio en ensilado de maiz (50%) y una mezcla de veza de
invierno (25%) con avena forrajera (25%). El liquido ruminal se colocd en un termo
a temperatura de 39 °C, posteriormente fue trasladado al laboratorio, donde se filtré
empleando cuatro capas de tela gasa con la finalidad de obtener exclusivamente la
fraccion liquida saturandolo con diéxido de carbono. Posteriormente se procedio a
realizar la mezcla correspondiente de liquido ruminal y solucién mineral reducida en
una relacion 1:9 para lo cual se emplearon frascos ambar con una capacidad de
120 ml a los cuales se les adicion6 500 mg de la dieta formulada (Cuadro 6), asi
como de cada una de las dietas comerciales: A: dieta formulada; B: Malta; C: Purina;
D: Unién Tepexpan (Cuadro 7), a cada frasco se agregd 90 ml de liquido ruminal
estandarizado con un flujo constante de COz2, se incluyeron cuatro frascos como
blancos (liquido ruminal estandarizado; (Theodorou et al., 1994). Transcurrido el
tiempo de incubacién se estimoé la emision de CHs4 y CO2 mediante la metodologia
descrita por Menke (1988) empleando una jeringa de vidrio graduada
volumétricamente la cual contenia el gas producido durante la fermentacion y

transferido a una solucion con hidroxido de sodio para la cuantificacion de gases.
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6.2Determinacion de acidos grasos volatiles

Se determind la concentracion de AGV mediante la técnica de cromatografia de
gases en muestras preparadas con acido metafosforico (25 % p/v) en una relacion
4:1 (Erwin et al., 1961). Pasadas las horas de medicién se tomaron 0.8 pl de muestra
la cual se colocé en una aliquota agregandole 0.2 pl de acido metafosforico y
centrifugadas a 10000 g x 10 min, posteriormente se tomd el sobrenadante y se
depositoé en un vial para la medicion de AGV empleando un cromatégrafo de gases
(Perkin Elmer Clarus 580) utilizando una columna capilar de 30 m x 0.25 mm x 0.25

um (Agilent Technologies, modelo HP—FFAP) y nitrbgeno como gas acarreador.

Cuadro 6. Ingredientes empleados en la dieta para conejos

Ingredientes, %

Trigo, salvado 14
alfalfa, heno 28
Avena, heno 15
Maiz, grano 25
Soya, pasta 15
Aceite vegetal 2
Saccharomyces cerevisae 0.3
Premezcla mineral* 0.7

*Vitasal: 0,50% Azufre, 24,0% Calcio, 12,0% Cloro, 3,0% Fésforo, 2,0% Magnesio, 0,50%
Potasio, 8,0% Sodio, 5.000 mg/kg Zinc, 60 mg/kg Cobalto, 5. 0 mg/kg Cromo, 2.000
mg/kg Hierro, 4.000 mg/kg Manganeso, 30 mg/kg Selenio, 100 mg/kg Yodo, 500.000 Ul
Vitamina A, 150.000 Ul Vitamina D, 1.000 Ul Vitamina E, 2.000 mg/kg Lasalocida, 0,05%.
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Cuadro 7. Composicién quimica reportada en etiquetas de alimentos comerciales
para conejos

*A *B *C *D
MS, % 91.2 88 87 88
PC, % 17.7 16 16 16.50
Grasa, % - 3 1.50 3
ELN, % - 42 - 44.50
Cenizas, % 5.40 10 - 9

A: dieta formulada; B: Malta; C: Purina; D: Unién Tepexpan; MS: Materia seca;

PC: Proteina cruda; ELN: Extracto libre de nitrégeno.

6.3Disefio experimental

Los resultados obtenidos de la fase experimental se analizaron mediante un
disefio completamente al azar, empleando la prueba de Tukey para la comparacion
de medias con un nivel de significancia de P<0.05, empleando el JMP de SAS (Sall
et al., 2012).

El disefio experimental se explicara mediante la siguiente ecuacion:
Yij = | + Tit+ €

Donde:

Yij: Variable respuesta

M: Media general

Ti: Efecto del tratamiento

&ij: Error experimental
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7 RESULTADOS Y DISCUSION

Los estudios in vitro representan una opcion a emplear para evaluar distintos
aditivos alimenticios, tal como se muestra en esta investigacion (Cuadro 8), la
produccion de metano (P<0.05) fue menor con el alimento comercial para conejos
Purina, en comparacion a los demas alimentos, asi como con la dieta formulada,
por lo que se atribuye el efecto presentado a la composicion del alimento, por el tipo
de carbohidratos, proteinas y lipidos, siendo estos los que influyen en generacién
de CHa, asi como factores fisiologicos como el tiempo de retencion del alimento
(Patra et al., 2017; Warner et al., 2017), tal como menciona Ku-Vera et al. (2020) el
principal factor de la racion que determina la sintesis de metano es el tipo de
carbohidrato fermentado, ya sea estructural (celulosa, hemicelulosa) tipico de las
raciones con forrajes o no estructural (almidon, azlcares solubles) propias de las
raciones con granos (concentrado). Se ha demostrado que dietas a base de
concentrado se asocian a una menor produccion de CHa (g/kg MS; Johnson y
Johnson, 1995), ya que la fermentacion del almidon contenido en el concentrado

genera mayor produccién de propionato y menos CHa.

Por otra parte, la actividad de la poblacién de microorganismos presentes en
el ciego de conejos, especificamente los metandgenos, esta influenciada por el tipo
de alimentacion, tal como reporta Mi et al. (2018) quienes observaron abundancias
relativamente bajas de metandgenos en el ciego de conejos atribuyendo al pH acido
de 5.8 el cual resulta desfavorable para el crecimiento de arqueas metanogénicas
favoreciendo las acetogénicas, del mismo modo Belenguer et al. (2011) menciona
gue la menor abundancia de metanégenos y la disponibilidad de vias alternativas a
la metanogénesis para la eliminacion de Hz, como la acetogénesis explica los

niveles relativamente bajos de emision de CH4 en conejos.

Se ha demostrado que el tamafio de particula de fibra afecta la diversidad y
densidad de metandgenos en el ciego, tal es el caso del estudio de Liu et al. (2018)
quienes disminuyeron el tamano de particula de las fibras (2500 a 10 pm),
asociando esto a una reduccion en la diversidad de metandégenos dando como

resultado un aumento de la produccion de CHa4 del 0.11 al 0.23% de la ingesta
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energética bruta, asi mismo Wang et al. (2004) observé una mayor produccion de
CHa4 con una dieta que contenia fibra dietética soluble en comparacion con una dieta
baja en fibra soluble (0.63 vs 0.35 %). Asi mismo, se ha observado que la tasa de
pasaje esté correlacionada con la produccion de CH4 (Janssen, 2010; Goopy et al.,
2014), en este sentido el ciego es un tracto tubiforme por lo que la tasa de paso de
la digesta es mas rapida a través del ciego de conejo contribuyendo a menor
produccion de CH4 (Mi et al., 2018), esto es consistente con lo reportado por Von
Engelhardt et al. (1978), quienes reportaron una alta tasa de pasaje y baja

produccion de CHa4 de canguros.

Cuadro 8. Efecto del tipo de dieta para conejos en produccién de metano y

parametros de fermentacion

*A *B *C *D EEM P-value
CHa, ml 36.72 32.7° 33.7% 37.32 0.8333 0.0108
COz2, mi 83.0 81.7 83.0 84.3 1.2909 0.5722
Acético, % 63.1 62.7 60.2 62.5 2.1990 0.7898
Propibnico, % 26.9 28.7 32.1 30.1 1.5443 0.1876
Butirico, % 10.0 8.5 7.7 7.4 0.8515 0.2023
A:P 2.4 2.2 1.8 2.1 0.2218 0.4063
AGYV total,
mm/L 8.7b 11.32 11.92 10.92b 0.5298 0.0132

*A, B, C, D: dietas comerciales (A: 17.7% PC; B: 16% PC; C: 16% PC; D: 16.5%

PC); EEM: error estandar de la media; A:P: relacion acético-propionico; P<0.05

Investigaciones han demostrado que la degradabilidad de la fibra influye en
los parametros de fermentacion y la tasa de pasaje aumentando la produccién de
AGYV totales (Rinne et al., 1997; Owens et al., 2009). Los AGV son productos finales
de la fermentacion en el ciego y constituyen una importante fuente de energia para

el conejo (Bellier y Gidenne, 1996), los resultados observados en este estudio al
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evaluar los distintos alimentos en conejos no se encontraron efectos significativos
en la produccion de acido acético, propionico y butirico (P>0.05), sin embargo,
investigaciones mencionan que existe una correlacién en la produccion de acido
acético con la produccién de metano (Haque, 2018; Bica et al., 2020), asi mismo
Williams et al. (2019) demostré que la produccion de AGV debe ser determinante
para predecir las emisiones de CHa4. Aunque los resultados obtenidos de esta
investigacion no mostraron efectos significativos en la relacion A:P, se ha reportado
que las emisiones de CH4 estan generalmente relacionadas con la proporcion de
acetato propionato (Haque, 2018). Se ha demostrado que el nivel de fibra en la dieta
influye en la produccion de AGV, Gidenne et al. (2000) observaron una disminucién
lineal del nivel de AGV cecales con el aumento del aporte de fibra dietética, siendo
un efecto opuesto al observado por Bellier y Gidenne (1996) mientras que Garcia et
al. (2002) no encontraron cambios en la produccion de AGV cecales en conejos en

finalizacion.
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8 CONCLUSION

Los resultados de este estudio en condiciones in vitro mostraron que la dieta
comercial C fue la que menor produccion de metano genero con mayor
concentracion de AGV totales, sin embargo, se recomienda seguir evaluando
distintos aditivos alimenticios para la alimentacion de conejos que disminuyan las
emisiones de CHas y que no representen elevados costos econdmicos para los

sistemas de produccion cunicola.
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