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Resumen

El puma (Puma concolor; Felidae: Carnivora: Mammalia) enfrenta problemas de
conservacion segun su lugar de distribucién. En algunas ocasiones ejemplares de
puma son mantenidos permanente o transitoriamente en centro de rescate, como
una estrategia que contribuye al manejo integral de la especie. En estos espacios,
se recomienda implementar programas de enriquecimiento ambiental para
asegurar el bienestar de animal. Sin embargo, frecuentemente estos programas se
aplican sin considerar las preferencias de los animales. Estudiar el
comportamiento alimenticio puede contribuir al manejo en base a sus necesidades
y preferencias especificas. En el presente trabajo se evalu6 la respuesta de pumas
adultos (n=6) a estimulos alimenticios (tejidos de cerdo y de pollo), y la relacion
entre los valores nutricionales y las actividades comportamentales. Bajo
condiciones ambientales semicontroladas (en Pumakawa Reserva de Animales,
Villa Rumipal Cérdoba), cada puma fue evaluado durante 24 h/dia de estudio: a)
Aclimatacion (4 dias de estudio) y b) Prueba de preferencia de eleccion apareada
y evaluacion de actividades a posteriori (2 dias de estudio). Los alimentos
(raciones) fueron suministrados en comederos y cubiertos con alfalfa (Medicago
sativa), y las actividades comportamentales fueron registradas continuamente en
videos (camaras infrarrojas) mediante muestreo focal. Se analiz6 in vitro
contenido de proteinas, lipidos, cenizas, humedad, carbohidratos y el consumo se
obtuvo mediante gravimetria pre y post consumo. Los datos fueron analizados
mediante modelos lineales generalizados y mixtos. Los resultados indican que los
pumas detectaron en 3 de cada 4 ocasiones la ubicacion del alimento en los
comederos (p=0,0334). El analisis estadistico indic6 diferencias altamente
significativas (p<0.0001), dado por menor latencia de aproximacion y mayor
comportamiento alimenticio de los pumas con el cerdo. Las raciones presentaron
diferentes valores energéticos (cerdo>pollo), mientras que los valores
nutricionales fueron similares (medidos sobre el tejido muscular). La cantidad de
alimento consumido, por parte de los pumas, fue similar (proporcion 0,57 cerdo
vs 0,44 pollo; p=0,3063) de ambas raciones. Se concluye que los pumas
exhibieron, en la prueba de preferencia de eleccion apareada, dindmicas
conductuales vinculadas con el tipo de alimento ofrecido, observandose una
eleccion asociada al cerdo; y, que la energia aportada por los alimentos es un

determinante del comportamiento alimenticio en los pumas estudiados. En cuando



a las implicancias de manejo: aunque el estudio presenta limitaciones respecto al
nimero de animales, el protocolo fue util para revelar el alimento que més
estimulaba al ejemplar. Asi cada puma manifestd su eleccién en base a
preferencias individuales, y los resultados aportan informacion para mejorar el

manejo y contribuir al bienestar animal, en particular al dominio de alimentacion.

Palabras clave: bienestar animal, comportamiento animal, enriquecimiento, prueba de

preferencia, centro de rescate Pumakawa

Summary
The cougar (Puma concolor; Felidae: Carnivora: Mammalia) faces conservation

problems depending on its distribution. On some occasions, cougar specimens are kept
permanently or temporarily in a rescue center, and application of environmental
enrichment programs is mandatory to ensure animal welfare. However, these programs
are frequently applied without considering the animals' preferences. Studying feeding
behavior can contribute to management based on their specific needs and preferences. In
the present study, adult cougar behavioral response (n=6) to food stimuli (pork and
chicken tissues), and the relationship with nutritional values was evaluated. Under semi-
controlled environmental conditions (Pumakawa Animal Reserve, Cordoba), each cougar
was assessed over 24 h-period: a) Acclimatization (4 replicates) and b) Paired choice
preference test, and post-behavioral activities and food consumption (2 replicates). Food
(rations) were provided according to buried food test in feeders, and behavioral activities
were continuously recorded on videos (infrared cameras) by focal sampling. Protein,
lipid, ash, humidity, and carbohydrate contents were analyzed in vitro and consumption
was obtained by gravimetry from food remains. The data were analyzed using generalized
linear and mixed models. Cougars responded positively to buried food test, detecting
location of the food in the feeders on 3 out of 4 occasions (p=0.0334). Cougars exhibited
lowest latency and greatest feeding behavior with the pig (p<0.0001). The rations
presented different energy values (pork > chicken), while nutritional values were similar
(measured on main item muscle tissue). Although, studied cougars showed no differences
in food consumption (proportion 0.57 pork vs 0.44 chicken; p=0,3063). We conclude that
behavioral dynamics of studied cougars linked to the type of food offered in the paired

choice preference test, observing a choice associated with the highest energy food.



Finding management implications: although the study has limitations regarding the
number of cougars, the protocols were useful to reveal 1) the ability to smell presumably
odors by he buried food test, and 2) the choice of most stimulated food by paired choice
preference test. Thus, expressing its choice, studied cougars were able to improve feeding

and behavior domains of animal welfare.

Keywords: animal welfare, animal behavior, enrichment, preference test, Pumakawa
rescue center



Introduccion

Los grandes felinos son organismos fundamentales en los ecosistemas; sin
embargo, son uno de los grupos de mamiferos mas amenazados del mundo debido a la
pérdida de hébitat, la caza y la escasez de presas (Ceballos et al., 2005; Inskip &
Zimmerman, 2009; Chacon Pacheco & Salcedo Lopez, 2017). Ante esta situacion, existen
diferentes estrategias que contribuyen a la conservacion de los mamiferos, como la
creacion de areas naturales protegidas, la educacion ambiental con énfasis en la
proteccidn de la fauna y el mantenimiento de ejemplares silvestres en centros de rescate.
En particular, el Puma concolor (Mammalia: Carnivora: Felidae), es un felino que
enfrenta los problemas de conservacion mencionados y se lo ha categorizado como
“Vulnerable” para la provincia de Cordoba y como “Preocupacion Menor” a nivel
nacional e internacional (Nielsen et al., 2014; Abba et al., 2018; De Angelo et al., 2019).
Esta situacion en la provincia se debe, en parte a acciones de control que en ocasiones
lesionan o mutilan los individuos, y al mascotismo que sufre la especie, conduciendo en
muchos casos a que esto animales sean trasladados a zooldgicos o centros de rescate
donde permanecen transitoriamente hasta su relocalizacién, o permanentemente toda su
vida (Pia, 2018). En el presente trabajo se estudiaron aspectos de comportamiento y de
alimentacion en pumas alojados en un centro de rescate localizado en Cordoba, lo cual se
considera una contribucion al manejo y bienestar animal de acuerdo a estrategias
internacionales (Young, 2004; Young et al., 2020).

El puma es un carnivoro de habitos solitarios y se caracteriza por su gran
flexibilidad en las presas consumidas (Karandivar et al., 2022). Su dieta se basa
principalmente en presas nativas de mediano y gran porte, aunque si éstas presentan baja
disponibilidad, se ve obligado a predar sobre el ganado doméstico (Borrero & Martin,
1996; Mufioz et al., 2007; Pia, 2018). Harmsen et al. (2011) encontraron que los habitos
de los pumas coinciden con los patrones de actividad de sus principales presas. El
comportamiento alimenticio en vida silvestre implica las actividades de busqueda e
ingestion del alimento. En el caso particular del puma, durante la conducta de caza acecha
a sus presas hasta encontrarse lo suficientemente cerca para realizar una corta
persecucidn, saltar sobre ellas y efectuar un mordisco en la base del craneo o la garganta.
Para ello cuenta con los sentidos de la vista y oido muy desarrollados, al mismo tiempo
que un andar sigiloso. Consume usualmente las partes blandas, dejando de lado los huesos
(Borrero & Martin, 1996; Mufioz et al., 2007; Pia, 2018); coloca el sobrante de la presa

debajo de un arbol, arbusto o en lugares abiertos cubriéndolo con tierra, hojas, palos; que
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buscara dias mas tarde para consumir nuevamente. Este comportamiento revela un agudo
desarrollo del sentido del olfato. Sin embargo, no se ha encontrado informacion sobre la
contribucion de las conductas olfativas de la especie en el proceso de caza y consumo de
alimento de la especie. En términos generales, diversos estudios realizados con otras
especies de mamiferos han demostrado que los estimulos olfativos (olores) afectan las
actividades comportamentales tanto temporal como espacialmente, informaciones que
contribuyen a la comprension de la interaccion predador-presa (Apfelbach et al., 2005;
Kluever et al., 2009; van Beeck Calkoen et al., 2021). Por ello, en nuestro contexto de
estudio, nos interesa observar ciertas conductas en Puma concolor que podrian reflejar
una relacién entre la seleccién y el consumo de los alimentos ofrecidos.

El comportamiento alimenticio, en los centros de rescate o zooldgicos, se
encuentra simplificado por las restricciones que supone mantener los animales silvestres
bajo condiciones ambientales controladas o semicontroladas. Sin embargo, estas
condiciones no impiden la expresion de preferencias innatas (0 aparentemente
determinadas genéticamente) y otras, producto del aprendizaje (Hosey et al., 2010). En
los centros de rescate, se implementan programas de enriquecimiento ambiental cuyo
objetivo primordial es lograr un beneficio para los animales, mejorando su
funcionamiento bioldgico a través de modificaciones en su entorno (Morales Mijahuanca
et al., 2017; Duran Mejia, 2019; Leszczynski et al., 2022). Dichos beneficios, se logran
estimulando comportamientos especificos de especie, disminuyendo comportamientos
anormales y mejorando las oportunidades de aprendizaje, lo que se traduce en un mayor
bienestar animal en general (ejemplos en felinos: Newberry, 1995; Bashaw et al., 2003;
Skibiel et al., 2007; Damasceno et al., 2017; Young et al., 2019). Sin embargo, gran parte
de la investigacion realizada en enriquecimiento analiza el efecto que se produce sobre el
comportamiento animal, sin centrarse en las preferencias individuales de cada animal
(Shepherdson, 1998; Mellen & MacPhee, 2001; Woods et al., 2020). En particular para
pumas alojados en centros de rescate, generalmente reciben una seleccion més limitada
de tipos de alimentos que los disponibles en sus habitats naturales. Por lo tanto, una forma
potencial de enriquecimiento para la especie es ofrecer una seleccién mas amplia de tipos
de alimentos, lo cual, a su vez, podria mejorar el equilibrio nutricional de los animales
(Newberry, 1995; Morales Mijahuanca et al., 2017). A su vez, existe la posibilidad de
darles a los animales la oportunidad de elegir el alimento, pudiendo hacer una evaluacién
de preferencias de eleccion apareada. Por ejemplo, Woods et al. (2020) estudiaron en

Panthera leo mediante este enfoque la respuesta de los animales a ciertos estimulos,
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otorgandole al animal libre acceso para interactuar con dos estimulos, con el objetivo de
determinar qué elemento (estimulo) prefiere por sobre otro. Estos autores informaron que
el analisis estadistico indicd una relacion significativa positiva entre el primer elemento
visitado y la duracion total de la interaccion elemento-animal durante 24 horas. Estas
variables junto a otras como la latencia (periodo de tiempo trascurrido entre el estimulo
y la respuesta) y la ocurrencia (total de eventos alimenticios), son mediciones Utiles para
caracterizar el comportamiento alimenticio.

En relacién a las caracteristicas de los alimentos, conocer los aspectos
nutricionales y energéticos pueden ayudar a comprender la seleccién de presas que
conforman la dieta del puma. Una percepcion generalizada de los carnivoros es que estan
limitados por la cantidad de presas que pueden capturar, mas que por su calidad
nutricional. Por lo tanto, no tienen necesidad de regular el equilibrio de macro nutrientes
(Kohl et al., 2015). Aungue en pumas silvestres, se encontrd que la especie presa mas
frecuente en su dieta es la que mayor valor energético aporta en comparacion a las
restantes (GGmez-Ortiz et al., 2011). El aspecto nutricional considera los compuestos que
participaran en las funciones fisiologicas (las proteinas para la formacion/reparacion de
tejidos; los lipidos para la formacién de hormonas; los carbohidratos participan en
diversas vias metabodlicas y en la formacion de glucosa) en tanto que el energético
involucra lo necesario para la realizacion de esas actividades. Ambos aspectos de un
alimento estan relacionados al contenido de biocompuestos, entre ellos los considerados
como macronutrientes (lipidos, proteinas y carbohidratos) que, a su vez estan
conformados, principalmente, por acidos grasos, aminoacidos y monosacaridos,
respectivamente. Al presente no se cuenta con informacion que relacione la eleccion de
alimentos por pumas en condiciones semicontroladas y su posible relacion con los aportes
nutricionales y energéticos.

En el presente trabajo se evalud la respuesta comportamental a estimulos
alimenticios en una serie de pruebas de eleccion y su consumo a posteriori, asi como
también la relacidén entre los valores nutricionales de los alimentos ofrecidos y las
conductas observadas (latencia, ocurrencia) en los pumas alojados individualmente en un

centro de rescate.
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Hipotesis

Los alimentos ofrecidos en una prueba de preferencia de eleccion apareada, pollo y cerdo,
afectan la conducta de busqueda y de alimentacion en ejemplares adultos de Puma
concolor alojados individualmente en el centro de rescate, modificando el consumo lo
cual podria relacionarse con las caracteristicas nutricionales de los alimentos ofrecidos y
la presencia de compuestos orgénicos volatiles especificos del alimento.

Prediccion

-Los pumas visitaran primero el comedero con alimento, luego el comedero vacio y
mostraran una mayor ocurrencia de visitas al comedero con alimento.

-La eleccion manifestada por los pumas en la prueba de preferencia de eleccion apareada
se asociara con mayor tiempo de comportamiento alimenticio y mayor consumo del
alimento.

-La eleccidn, y el consumo del alimento elegido, se relaciona con las caracteristicas
nutricionales.

Objetivo general

Evaluar la respuesta comportamental (ocurrencia, latencia, seleccion, preferencia,
consumo) ante la presencia de alimento (segun sus caracteristicas quimico-nutricionales)
en ejemplares adultos de pumas (Puma concolor) alojados en un centro de recate, y bajo
condiciones semicontroladas.

Objetivos especificos

1. Evaluar la interaccion comportamental (discriminacion, preferencia y consumo)
frente a estimulos generados por la presencia de alimentos derivados de las
especies cerdo y pollo.

2. Determinar el valor nutricional de los alimentos ofrecidos como estimulos.

3. Establecer la relacion entre la respuesta comportamental y valor nutricional de los

alimentos ofrecidos.
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Materiales y Métodos

Animales bajo estudio: caracteristicas generales

Para llevar a cabo la evaluacion, 6 ejemplares adultos de Puma concolor se evaluaron
desde mayo a octubre de 2023. Estos ejemplares forman parte de la poblacion de pumas
que se encuentran, en buen estado de salud segln el control sanitario de la institucion e
individualmente alojados, bajo condiciones ambientales semicontroladas, en Pumakawa
Reserva de Animales (32°10'8.78"S; 64°28'26.64"0), Villa Rumipal Coérdoba, Argentina
(Tabla 1). Pumakawa pertenece a la red de centros de rescate reconocido por la Secretaria
de Ambiente de la provincia de Cordoba (resolucion 103 publicado en el Boletin Oficial
de la Provincia de Cérdoba, 14 de junio 2021), y es relevante mencionar que es la
institucion con mayor cantidad de ejemplares de esta especie.

Tabla 1: Caracteristicas basicas de los ejemplares de Puma concolor adultos estudiados

en el centro de rescate Pumakawa, Cordoba, Argentina.

Identificacién interna [Sexo Edad (afios) Peso (Kg)
Maico Macho 13 37
Paquito Macho 8 38.8
Papacho Macho 8 37.5
Sacha Hembra 13 22

Talita Hembra 5 21
Unelen Hembra 5 21

Breve historia de vida de los ejemplares estudiados:

Paqutito y Papacho con solo dos meses de edad fueron traidos a Pumakawa en agosto del
2015, dentro de una caja de carton. Llegaron en malas condiciones, asustados y con
evidencias de una escasa alimentacion.

Maico y Sacha son hermanos que vivian en el patio de una casa en Berrotaran (Cordoba),
dentro de un gallinero vacio. Presumiblemente corrian riesgo de ser utilizados en peleas
ilegales con perros. Llegaron a Pumakawa siendo juveniles.

Talita es la sobreviviente de una camada de 5 cachorros nacidos en un campo de la
localidad de Idiazabal (Cérdoba). Un grupo de adolescentes con perros encontraron a la

madre de los cachorros y la mataron. Finalmente, el 14 de septiembre de 2018 llegaron a
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Pumakawa los cachorros nacidos 48 horas antes, con bronconeumonia, de los cuales solo

sobrevivio Talita.

Unelen es un puma que fue rescatado y rehabilitado por personal del Parque Nacional

Lihué Calel (La Pampa), ya que cayd en una trampa cepo (trampa tipo para 0s0). Una de

sus patas delanteras tuvo que ser amputada dadas las graves lesiones, luego el ejemplar

fue trasladado a Pumakawa (Pumakawa, 2023).

Condiciones de residencia

13

a)

b)

Caracteristicas fisicas y estructurales del habitaculo: cada habitaculo consiste
dos espacios un refugio y un patio. Presentan dos puertas de acceso
independientes, una en el refugio y una en el patio, ademas una tercera puerta
entre el refugio y el patio. El refugio consiste en un espacio con paredes de
ladrillos, suelo de cemento, techo con madera y chapa, dos puertas de hierro (una
solida y una de reja) y un bebedero de plastico. Sus dimensiones aproximadas son
de 2x2m. Los 6 pumas estudiados estuvieron alojados en habitaculos contiguos.
El patio esta delimitado con tejido de alambre y cafios, tiene varias estructuras
naturales (ejemplo: troncos) y artificiales (ejemplo: tarimas), con un suelo de
tierra con vegetacion y una pileta de cemento (bebedero). Sus dimensiones
aproximadas son 7x6m.

Caracteristicas ambientales y condiciones semicontroladas: el ciclo de
luz/oscuridad, temperatura y variaciones climaticas fueron las ambientales,
propias de la region; en tanto que la alimentacion fue realizada de manera
controlada. La alimentacion controlada consiste en el suministro de cortes de
diferentes especies animales tales como pollo, caballo y vaca, y en menor medida
jabali, oveja, ciervo colorado segun la disponibilidad (ya que la alimentacion
depende en gran parte de donaciones). La alimentacidn se suministra 3 veces a la
semana (martes, jueves y sabado), una racion por dia entre 3-5 kg de carne
(ocasionalmente con hueso) y se entrega el alimento en horas de la tarde. Los
cortes son presentados, generalmente recien descongelados, en el piso del refugio
del habitaculo, y poseen diferentes tipos de tejidos (tegumento, musculo, 6seo,
etc.). El agua del bebedero (aproximadamente 20 L/bebedero) se renueva junto al
suministro del alimento sélido. El alimento y el agua no consumido se retira dos

dias més tarde, cuando se realiza la limpieza del refugio.



Es relevante, para la factibilidad de este estudio, que el puma habitualmente
acceda libremente al refugio mediante la apertura de la puerta de reja. El puma
permanece encerrado en el refugio para limpiar el patio del habitaculo y renovar

el agua de la pileta de cemento.

Disefio experimental
El disefio presentd 2 periodos experimentales durante 12 dias consecutivos, en los cuales
cada puma en su habitaculo fue estudiado para evaluar la respuesta comportamental frente
a estimulos alimenticios:

a) Aclimatacion (8 dias): periodo experimental 1

b) Prueba de preferencia de eleccion apareada y evaluacion de actividades a

posteriori (4 dias): periodo experimental 2ay 2 b

Periodo experimental 1
El objetivo fue exponer durante 24h a los pumas al alimento (tejidos de pollo o de cerdo
colocados en comederos con alfalfa, un tipo de alimento por dia). Adicionalmente, este
periodo fue util para explorar sus comportamientos alimenticios, con énfasis en la
discriminacion olfativa y consumo del alimento. Este periodo experimental se replicé 4

veces a lo largo de los 8 dias de estudio (lunes, miércoles, viernes y domingo).

Preparacion del espacio de estudio y la racion de alimento suministrado: en el habitaculo
se colocaron 4 comederos nuevos. Dos comederos amurados en esquinas opuestas de una
pared del refugio del habitaculo (capacidad 13L; comedero n°1y n°2) y dos comederos
sujetados a postes de madera en el patio del habitaculo (capacidad 6; comedero n°3 y
n°4). Los comederos n°3 y n°4 fueron ubicados a una distancia de 5m aproximadamente
de la puerta del refugio y separados entre si por una distancia equivalente a 1,5 cuerpos
de puma (Fig. 1).

Cada puma fue alimentado en el refugio con una racion de 4kg de pollo o 4kg de cerdo.
La racion de pollo estaba compuesta por tejido epitelial y tejido adiposo (0,37 Kg) y
masculo (3,63 Kg); la racion de cerdo por tejido epitelial (0,145 Kg), tejido adiposo
(0,395 Kg) y musculo (3,46 Kg). La cantidad de alimento administrado se definio en base
a datos de pumas por: a) dieta recomendada para un ejemplar de referencia de 60kg

(Dierenfeld & Graffam, 1996), b) evidencias de consumo de alimento en zooldgicos (Soto
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Shareva, 2015) y evidencias de consumo en la naturaleza (Wilckens et al., 2016) y c)
consumo habitual de los pumas estudiados y la prueba piloto (ver Anexo). Las
proporciones y cantidad total de estas raciones, para ser utilizadas durante el breve
periodo estudiado, fueron valoradas y aprobadas por el veterinario representante de la
institucion.

Todas las raciones utilizadas se prepararon en un laboratorio del ICTA a partir de pollo
entero fresco (proveedor Avicola Farnochi) y de cerdo fresco despostado (proveedor
Pormag). Las raciones fueron congeladas en un freezer (-20 °C) y trasladadas en
conservadoras con hielo hasta el centro de rescate, donde se almacenaron en un freezer (-
20 °C) hasta su utilizaciéon. Considerando la distribucién y la proporcion natural de los
tejidos carnicos en el pollo y cerdo, se prepararon raciones con los 3 tejidos mas

representativos (mas detalles en Anexo).

08-03-2023 Jue 16:46:28 08-01-2023 Mar 07:03:10

AL

vy A8 ' Cancra .04 ;'Q‘ Canera 03
\ AN \ 4 : y

Fig. 1. captura de imagenes de video obtenidas en la evaluacion de los ejemplares de puma en diferentes
momentos del dia y espacios del habitadculo. Imagenes superiores= refugio, e imagenes inferiores: patio.

Comederos n°1 y N°2 ubicados en refugio y, comederos N°3 y N°4 en patio. Notar la presencia del puma
préximo a los comederos.
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Detalles del suministro del alimento en el periodo de aclimatacion: la racion inicial (pollo
o cerdo) y la ubicacion en uno de los comederos fue al azar para los diferentes pumas. A
partir de esto el orden y la ubicacién de las raciones en los comederos siguieron la
siguiente alternancia, por ejemplo, pollo/comedero 1; cerdo/comedero 2; pollo/comedero
2 y cerdo/comedero 1; en todas las ocasiones el comedero apareado quedo sin alimento.
En cada administracion de alimento se agregé una cobertura de alfalfa en ambos
comederos, generando asi una barrera visual entre el puma y el contenido de forma
analoga a la prueba de tipo “enterramiento” (Fig. 2; Yang & Crawley, 2009). Este tipo de
prueba de alimentos enterrados en laboratorio (con roedores) se utiliza para comprobar la
capacidad de discriminar olores (compuestos volatiles), incluidos tanto los olores no
sociales como los sociales. Suponemos en pumas una reaccion similar a la de los ratones
en laboratorio, los ratones con restriccion alimentaria que no localizan la comida dentro
de un periodo de 15 minutos es probable que tengan déficits en capacidades olfativas; la
mayoria de ratones con olfato normal pueden encontrar la comida escondida en pocos

minutos.
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Fig. 2. Comederos utilizados en el refugio del habitaculo durante los periodos de aclimatacién y prueba
de preferencia de eleccién apareada para evaluar la respuesta comportamental de pumas adultos a la
presentacion de raciones de pollo y de cerdo. a) comedero con racion de pollo antes de ser agregada la
alfalfa; b) comedero con racién de pollo con alfalfa agregada y c) Izquierda: comedero n°1 con racién de
pollo y alfalfa agregada y Derecha: comedero n°2 sin alimento con alfalfa agregada (ejemplo para el
periodo de aclimatacion).

En la evaluacion aqui realizada, cada puma estuvo expuesto a ayuno de alimento sélido
(por 24 h); luego, el alimento fue administrado lunes, miércoles, viernes y domingo (a las
17 h, aproximadamente); cada puma pudo acceder libremente al refugio durante 24 h
(periodo experimental 1, comederos 1n° 1 y n° 2), finalizado este plazo se ingreso al
refugio a fin de verificar la presencia/ausencia de restos de alimentos en los comederos;
en caso de observar restos, éstos fueron retirados a fin de proceder a la cuantificacion de

cada tejido.
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Periodo experimental 2 a

El objetivo de la prueba de preferencia de eleccion apareada fue determinar si cada puma
presentd una mayor interaccion con un estimulo en particular, y si esto se podia relacionar
con sus actividades alimenticias post prueba de preferencia y los valores nutricionales de
los alimentos administrados, considerando estudios previos (Vargas & Anderson, 1996;
Woods et al., 2020; Zarate et al., 2021). Este periodo experimental se replicd 2 veces
(martes y jueves) a lo largo de los 4 dias de estudio, con una duracion total de 30 minutos.
Se eligio este periodo de 30 minutos considerando estudios previos (Aldrich & Koppel
2015; Woods et. al, 2020) y luego de realizar una prueba piloto, donde se observo que

aparecieron comportamientos anormales en tiempos mayores (mas detalles en Anexo).

Suministro del alimento en la prueba de preferencia de eleccion apareada: las raciones
de 4Kg de pollo y 4Kg de cerdo fueron suministradas, simultdneamente, el martes en los
cuatro comederos, distribuidas de la siguiente manera: el 95 % de la cantidad total (3,8
Kg) en los comederos n°1 y n°2, y el 5 % restante (0,2 Kg) en los comederos n°3 y n°4
respectivamente; luego fueron cubiertos con alfalfa (barrera visual). El dia inicial, martes,
cada puma recibié 8 Kg de alimento en total (pollo en comederos n°1 y n°3; cerdo en
comederos n°2 y n°4). La prueba se replicd el jueves, invirtiéndose el orden de los
alimentos administrados (cerdo en comedero n°1 y comedero n°3, pollo en comederos
n°2y n°4).

En el caso de los comederos n°1 y n°2 (ubicados en el refugio) se considero la alternancia
de la alimentacidn ofrecida en el periodo de aclimatacion. En tal sentido, el dia martes se
ofrecié pollo en comedero n°1 y cerdo en comedero n°2, dado que previamente se habia
colocado cerdo en comedero 1 (domingo). La prueba de preferencia de eleccion apareada,
se inicid a las 17 h aproximadamente, y cada puma estuvo encerrado en el refugio durante
30 min (periodo experimental 2a) para evaluar la interaccion con ambos estimulos. Luego
se abrié la puerta de rejas y cada puma fue observado (monitoreado, mediante cdmaras
infrarrojas, ver Metodologias y variables) durante el tiempo restante hasta cumplirse 24h

(periodo experimental 2b; ver mas adelante).

Periodo experimental 2 b
El objetivo de este periodo fue explorar la relacion entre el comportamiento alimenticio
evaluado en la prueba de preferencia de eleccion apareada y las actividades

comportamentales asociadas al consumo del alimento en los comederos n°1 y n°2, y
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comederos n°3y n°4. Este periodo experimental se replico 2 veces a lo largo de los 4 dias
de estudio (martes y jueves), con una duracién total de 1410 minutos; a continuacion del
periodo experimental 2 a.

En la Figura 3 se resume el disefio experimental: periodos experimentales 1,2 ay 2 b.

Disefio experimental

(30 minutos) 2 b (1410 minutos) ‘

i é o) "[____] ____1./'[ 4+ UM Ej

Tiempo
n.adeestudmmmmmmmmm ] 10] [11) lJ
Dia de semana |, Mar Mis Iu Dom Iié Jue
L O L] O CJ @
+ +
Lugar de
d L O
alimentacién R R* p* R* RyP Ryp*
Espacio de
evaluacion R R R R 2a=R 2b=R ¥ P
Referencias Alimentos a— i
> =pollo E__] =comedero 1y 2 R =refugio
P = patic
. = Cerdo Ej =comedero 3y 4
% =rotacion de estimulos en los comederos
M = distancia fija > 1 cuerpo del animal = alfaka

Fig. 3. Esquema ilustrativo del disefio experimental que se emple6 en el presente estudio.

Se descartd la serie de datos del puma Unelen debido a que no respondié a la propuesta
experimental planteada. Por ejemplo: en el periodo experimental 1, en repetidas ocasiones
no se pudo suministrar el alimento en el horario fijado debido a que el ejemplar no
liberaba voluntariamente el espacio del refugio; en el periodo experimental 2a, se
suministro el alimento en el refugio sin embargo el puma no entro para dar inicio a la

prueba de preferencia de eleccion apareada.

En relacion al objetivo especifico 2, se realizé el analisis nutricional mediante pruebas in
vitro de los alimentos ofrecidos, se evaluaron parametros tales como contenido de
proteinas, lipidos, cenizas, humedad, carbohidratos y energia total por racion. La
importancia de estos analisis se relaciona al objetivo 3: explorar la relacion entre la

respuesta comportamental de los pumas en la prueba de preferencia de eleccién apareada
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y los aportes nutricionales y energéticos de los alimentos administrados. Cada muestra de
tejido fue obtenida al iniciar el procedimiento de preparacion de alimentos en el
laboratorio del ICTA y se conservaron en un freezer a -20°C hasta su andlisis (ver
Metodologia y variables). Se determind la composicion proximal de las muestras (tejidos
individuales utilizados en los dos tipos de raciones disefiadas). Ademas, se cuantifico el
consumo de alimentos, en el periodo de aclimatacion y en la prueba de preferencia de
eleccion apareada, mediante el calculo de la diferencia entre el alimento administrado y

el resto obtenido a las 24 h.

Metodologias y variables

Metodologias para evaluar comportamiento:

Las observaciones comportamentales fueron realizadas por medio de cAmaras infrarrojas
(HIKVISION Turbo HD- IR Turret Camera- DS 2CE56C2T IRM) y videos grabados en
una grabadora de video digital (conocido por sus siglas en inglés DVR, Digital Video
Recorder). Una camara fue ubicada en el techo del refugio y otra cdmara fue ubicada en
el techo del patio, estas cAmaras fueron instaladas dos semanas antes de las observaciones
comportamentales para que cada puma se habituara a su presencia. En los periodos de
observacion, no se permitid que entraran cuidadores a las areas de estudio (refugio y
patio). El registro y andlisis de los comportamientos fueron realizados por un Unico
observador (tesinista). En el periodo de aclimatacion (periodo experimental 1), se
analizaron los videos mediante muestreo focal (evaluacion individual), durante las 24h
de los dias lunes, miércoles, viernes y domingo a partir de la administracion del alimento
(Martin & Bateson, 2013).

Se registraron la latencia (primera interaccion entre el pumay el comedero con alimento),
el primer comedero visitado y las ocasiones que el puma visito los comederos y expreso
comportamiento alimenticio (ver detalles en Variables). Estas variables fueron Gtiles para
evaluar si el puma discrimina (con énfasis a nivel olfativo) la ubicacion del estimulo
alimenticio en el comedero (con/sin alimento y con barrera visual), y para explorar la
relacién entre el comportamiento alimenticio (tiempo dedicado, eventos) y el consumo
de cada alimento ofrecido (pollo o cerdo). Ademas, se registro la actividad del puma
mediante un muestreo instantaneo a intervalos fijos de tiempo cada 5 minutos (periodo
experimental 1= 288 registros por 24h). Cuando el puma no estuvo en el campo visual de
la camara (pocas ocasiones), los registros correspondientes a €sos momentos se

descontaron del nimero total de registros por 24h. Se registré ademas la actividad general
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de cada puma debido a que se ha visto que en zooldgicos muestran diversos patrones de
actividad, entonces, es una forma bésica de caracterizar cada individuo y valorar posibles
similitudes entre los pumas estudiados (ver resultados en Anexo).

En el periodo de preferencia de eleccion apareada, se analizaron los videos de los dias
martes y jueves mediante muestreo focal durante 2 sesiones de observacion por dia: los
primeros 30 minutos (periodo experimental 2a) y los 1410 minutos restantes (periodo
experimental 2b). Las actividades comportamentales en estos periodos experimentales
fueron analizadas mediante los mismos métodos y variables mencionadas. Las
observaciones comportamentales durante los primeros 30 minutos fueron Utiles para
determinar posible eleccion de alimento (pollo o cerdo) y las observaciones a posteriori
fueron dtiles para determinar si el consumo del alimento y si la interaccion con los
comederos n°3 y n°4 se asociaba con los resultados de la prueba de preferencia de
eleccion apareada.

Adicionalmente, siguiendo a Martin & Bateson (2013) se calculé un indice, denominado
indice de Preferencia para pumas (IPp), para valorar la respuesta en la prueba de
preferencia de eleccion apareada considerando las diferencias absolutas en las respuestas
al pollo y al cerdo. El IPp se obtuvo con el siguiente cociente: Respuesta al pollo/
(Respuesta al pollo + Respuesta al cerdo). En nuestro estudio se propuso que la respuesta
al estimulo alimenticio es igual a la sumatoria de los valores enteros absolutos obtenidos
para las variables Comportamiento de alimentacion y Ocurrencia total de alimentacion/
por dia de evaluacion (dos valores de IPp fueron obtenidos por puma). Justificamos el
uso de estas variables ya que reflejan de manera directa la ingestion del alimento. El IPp
varia en 0-1, si el puma respondi6 al pollo y nunca al cerdo el valor serd 1 (uno),
inversamente si el puma respondié al cerdo, pero nunca al pollo el valor sera 0 (cero). El
resultado se expresa como la Mediana de los valores IPp obtenidos para todos los pumas.
Ejemplo del célculo del IPp para el puma Maico (dia martes):

Respuesta al pollo= 7,1 minutos + 1 evento= 8,1

Respuesta al cerdo= 7,9 minutos + 3 eventos= 10,9

8,1

IPp = (8,1+10,9)

=0,42
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Variables comportamentales:

22

1. Latencia (segundos): tiempo transcurrido entre que el puma ingresé al espacio de

evaluacion (refugio o patio) y lleg6 al comedero con alimento, iniciando el conteo
del tiempo cuando la cabeza del puma cruza la puerta entre el refugio y el patio
del habitaculo, y finalizando el conteo cuando la cabeza se observa sobre el
comedero. Esta variable fue cuantificada tres veces, en el periodo de aclimatacion:
1°) cuando el puma ingresé al refugio luego de la administracion del alimento
(pollo o cerdo), y en el periodo de la prueba de preferencia de eleccidn apareada:
2°) cuando el puma ingreso al refugio luego de la administracion de alimento
(pollo y cerdo), y 3°) cuando el puma egreso del refugio para ingresar al patio
(fracciones de pollo y cerdo), finalizada la prueba de 30 minutos.

Primer comedero visitado: registro inicial de la interaccion puma/comedero,
cuando el puma inicié el periodo experimental 1 y 2a. El resultado se expresa
como proporcién de comederos visitados por periodo experimental.

Ocurrencia total de visita por comedero (registros/periodo experimental): conteo
de las ocasiones en que el puma visit6 el comedero, del nimero total de visitas a
los comederos. Una visita fue considerada cuando la cabeza del puma permanecio
al menos 5 segundos sobre el comedero. El resultado se expresa como nimero de
visitas por periodo experimental.

Comportamiento de alimentacion (tiempo, segundos/periodo experimental):
registro de la duracion de este comportamiento exhibido por el puma. Se definid
esta categoria comportamental como el puma en posiciones diversas, parado o
sentado, ingiriendo el alimento administrado (racion de pollo o cerdo) por medio
de la masticacién asociado a movimientos variables de la cabeza. Esta categoria
comportamental se basa en etogramas especificos (Resende et al., 2009; Stanton
et al., 2015; Queiroz & Young, 2018). Se discrimind entre alimentacion solida y
liquida. El resultado se expresa como tiempo de alimentacion por periodo
experimental.

Ocurrencia total de alimentacion (n° de eventos/periodo experimental): conteo de
las ocasiones en que el puma se alimento, para los casos de ingesta de alimento
solido (pollo o cerdo). El resultado se expresa como proporcion de eventos de
alimentacion por periodo experimental.

Actividad total (registros/periodo experimental): conteo del estado activo del

puma. La categoria actividad se definié como el cuerpo del puma en movimiento



con diferentes posiciones sentado, acostado o parado, con sus patas en posiciones
variables, boca arriba, boca abajo, y sus ojos abiertos o cerrados (Resende et al.,
2009; Stanton et al., 2015; Queiroz & Young, 2018). Para la variable actividad
total se obtuvieron medidas de resumen mediante la realizacion de actogramas,

para los tres periodos experimentales (ver Anexo).

Metodologias para evaluar la composicién quimico-nutricional:

Muestras: Tejidos [muscular, epitelial y adiposo]. Todas las muestras fueron extraidas de
piezas de pollo y de cerdo obtenidas de Avicola Farnochi y Pormag, respectivamente.
Las muestras de cerdo (epitelio, adiposo y musculo) y de pollo (epitelio, adiposo y
musculo) fueron analizadas con el objetivo de determinar la composicion quimica y para
ello se siguieron los procedimientos recomendados por la AOAC (1996). Los analisis se

realizaron por duplicado y los resultados se expresan como media * desvio estandar.

Variables del analisis nutricional

Los parametros evaluados, para formular las raciones, se detallan a continuacién:

1. Contenido de humedad: las muestras (10 g) fueron secadas en estufa entre 100-
105 °C, hasta obtener peso constante (AOAC 934.01). Los resultados se
determinaron por gravimetria (pesadas pre y post tratamiento) y se expresa como
% Humedad (g/100g muestra).

2. Contenido de cenizas: las muestras (10 g) previamente secadas en estufa se
colocaron en crisoles, donde fueron carbonizadas y calcinadas en mufla a 550°C
(AOAC 923.03). Los resultados se determinaron mediante gravimetria y se
expresa como % Cenizas, sobre base seca (sbs).

3. Contenido de lipidos totales: se obtuvo mediante extraccion continua sélido-
liquido (AOAC 920.39), para ello las muestras (3 g) previamente secadas en
estufa (60 °C) se colocaron en la camara de extraccion de un equipo Soxhlet (se
utilizé n-hexano como disolvente, por 12 h). Los resultados se determinaron por
gravimetria y se expresa como % lipidos totales, sbs.

4. Cuantificacion de proteina bruta: las muestras (0,3 g) fueron procesadas mediante
el método de Kjeldahl (AOAC 984.13) (digestor y destilador Marca Biichi), el
cual consiste en dos etapas, a saber: a) la determinacion del contenido de nitrégeno

y b) conversion de nitrégeno en proteina segun la ecuacion (N*6,25) (donde 6,25

23



es el factor de conversion); brevemente, primero se determiné el contenido de
Nitrégeno total (N), [implica las etapas de digestion de la proteina (se obtiene
sulfato de amonio), destilacion del amoniaco liberado, recepcion en solucion de
acido borico y titulacion (para obtener la cantidad de nitrogeno)]; luego, se calculo
el contenido proteico. Los resultados se expresan como % Proteina, sbs.

5. Contenido de carbohidratos (o extracto libre de nitrogeno): se calcularon por
diferencia, para ello se consideraron los macronutrientes secos (%proteinas,
%cenizas y %aceite), luego se utilizo la siguiente ecuacion: Carbohidratos, sbs=
100 — (% de macronutrientes, sbs). Los resultados se expresan como %
Carbohidratos, sbs.

Los resultados de los anélisis quimico-nutricionales para conformar las raciones se
encuentran en Anexo.

Para obtener la informacién nutricional de las raciones (pollo y cerdo) se determind el
Valor Energético (VEn), tanto el total como el que aporta cada macronutriente (proteinas,
lipidos y carbohidratos), para ello se consider6 que 1g de proteinas (o de carbohidratos)
aporta 4Kcal y que 1 gramo de lipidos aporta 9 Kcal. Los resultados se expresan como
Kcal/racion.

Al finalizar los periodos experimentales 1y 2 b se recolecto, identifico y rotul6 todo el
pollo o cerdo no consumido. Los restos de pollo y cerdo fueron congelados y trasladados
al laboratorio del ICTA, donde se limpiaron eliminando la alfalfa. Luego, se registré el
peso por tejido, mediante el uso de una balanza (SYSTEL, modelo Clipse), y se cuantificd
la racién no consumida. Asi, para cada dia de estudio, se obtuvo la diferencia entre el
valor inicial y el valor final de la racién, cuyo resultado permite conocer el consumo en
gramos de alimento por puma. Adicionalmente, considerando que el tamafio y peso de
los pumas no fueron homogéneos, se normaliz6 mediante un calculo de la proporcién de
cerdo y de pollo consumido por puma en relacion al consumo total de ambos alimentos;
esto es mas apropiado que las cantidades absolutas (Aldrich & Koppel, 2015). Por otra
parte, se analiz6 el consumo de cada tejido por racion en la prueba de preferencia de
eleccion apareada mediante los valores de los restos de cada tejido por racion, se
obtuvieron sus proporciones, lo que permite asi caracterizar el consumo de alimento por
parte de los pumas, al comparar proporciones suministradas con proporciones no
consumidas. El resultado se expresa como porcentaje de tejido consumido por periodo

experimental.
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Los compuestos organicos volatiles (COV) se extrajeron de muestras de raciones de pollo
con alfalfa (PA), cerdo con alfalfa (CA) y alfalfa (A); en este estudio preliminar las
muestras fueron incubadas en un bafio termostatizado (25 °C, durante 20 minutos). Se
utilizé una fibra de microextraccién en fase sélida (HS-SPME), colocada en el espacio de
cabeza (20 minutos) y se analizaron mediante (GC/MS) utilizando un cromatografo
PerkinElmer Clarus 600 (Waltham) segun Martin et al., (2018). Se utiliz6 una fibra SPME
(Supelco, Bellefonte, Pennsylvania, EE. uu.) recubierta con
divinilbenceno/carboxeno/polidimetilsiloxano (DVB/CAR/PDMS). La identificacion de
compuestos volatiles se realizé en modo de escaneo completo (m/z 40-550) mediante una
combinacidn de la biblioteca de espectros de masas del Instituto Nacional de Estandares
y Tecnologia (NIST) y tiempos de retencion de GC-MS. Se realizd una clasificacién de
los COV para separar aquellos que fueron aportados por la alfalfa y los comunes entre
CA y PA. Se informa el nimero total de COV los exclusivos para PA y CA agrupados
por familia. Los COV exclusivos de PA representan a los generados por pollo y los de
CA alos de cerdo.

Analisis estadistico

Periodo experimental 1 (aclimatacion)

La latencia se analiz6 mediante un analisis para medidas repetidas con modelos lineales
generalizados y mixtos, identificando al tiempo como factor fijo (lunes, miércoles,
viernes y domingo) y como factores aleatorios al puma y al tipo de racion; la unidad de
analisis fue el animal y se considerd una distribucion de los datos del tipo Poisson (Quinn
& Keough, 2002).

El primer comedero visitado se analizd mediante modelos lineales generalizados y
mixtos, identificando al puma como factor aleatorio. Para valorar la respuesta de los
pumas en esta variable binaria (1=comedero con alimento y 0=comedero vacio), se
obtuvo el coeficiente de efectos fijos. Si este coeficiente es significativamente distinto a
0, segln valor p, se obtuvo una probabilidad asociado mediante la siguiente férmula,
probabilidad =EXP (coeficiente de efectos fijos) / [L+EXP (coeficiente de efectos fijos)].
Esta probabilidad indica la eleccion del puma por el comedero con comida.

La ocurrencia del numero total de visitas por comedero se analizd6 mediante un analisis
de modelos lineales generalizados y mixtos, identificando al comedero (con alimento o
sin alimento=vacio) como factor fijo y como factores aleatorios al dia de estudio y al

puma. La unidad de analisis fue el animal y se considerd una distribucion de los datos del
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tipo Normal; luego de la verificacion del supuesto de normalidad mediante el grafico de
QQPIot (Quinn & Keough, 2002). Estos analisis fueron utiles para inferir si el puma
discriminaba (con énfasis a nivel olfativo) la ubicacién del estimulo alimenticio.

Para el comportamiento de alimentacion, consumo de los alimentos y ocurrencia total de
alimentacion, solo se obtuvieron medidas de resumen de estadistica descriptiva, y fueron
de utilidad para valorar si hubo un rechazo total a la racion o parcial a los tejidos
administrados. Ante una respuesta negativa (total o parcial, por ejemplo: neofobia al
alimento nuevo) se habria afectado la viabilidad de la prueba de preferencia de eleccion

apareada.

Periodo experimental 2a (prueba de preferencia de eleccidn apareada)

En el caso del primer comedero visitado (variable binaria; 1=comedero con pollo y
0=comedero con cerdo), la ocurrencia total de visitas por comedero y ocurrencia total de
alimentacidn, se aplicé nuevamente modelos lineales generalizados y mixtos, como en el
periodo experimental 1.

A los fines de evaluar la respuesta (eleccion) de los pumas a la administracion simultanea
de la racion de pollo y cerdo, los datos de comportamiento de alimentacion y ocurrencia
total de alimentacion fueron analizados segun la siguiente estructura factorial: factor
fijo=alimentacién administrada (pollo y cerdo) y factor aleatorio: los pumas (n=5) y las
repeticiones de la prueba de preferencia (martes y jueves). Considerando que la
distribucion de los datos para latencia y comportamiento alimenticio se asocia a una
variable de conteo del tiempo, esto corresponde a una distribucion Poisson, se aplicé un
modelo lineal generalizado y mixto (Mangeaud & Videla, 2005).

Los valores obtenidos para el indice de Preferencia (IPp) se transformaron a una respuesta
binaria (1=preferencia de pollo y 0= preferencia de cerdo), considerando el siguiente
criterio: preferencia de pollo=1 > IPp > 0,5 y preferencia de cerdo= 0,5 > IPp > 0. Se
analizé mediante modelos lineales generalizados y mixtos, identificando al puma como
factor aleatorio y para valorar esta variable binaria (1=preferencia pollo y O=preferencia
cerdo), se obtuvo el coeficiente de efectos fijos. Dado que no se registraron datos el dia
jueves para el puma Papacho, en esta ocasion fue categorizado como no respondedor y

fue excluido del calculo del indice preferencia (Martin & Bateson, 2013).
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Periodo experimental 2b (actividades post prueba de preferencia)

Los valores de ocurrencia total de visitas por comedero, comportamiento de alimentacion,
ocurrencia total de alimentacion y consumo de alimento surgen de la respuesta del puma
a los comederos n°1 y n°2 en refugio, y a los comederos n°3 y n°4 en patio, segun el
alimento que corresponda. La estructura factorial de los datos analizados fue igual al
andlisis estadistico empleado en el periodo experimental 2a, para comportamiento de
alimentacion y ocurrencia total de alimentacion. En el caso de consumo de alimento, se
aplico un modelos lineales generalizados y mixtos para analizar esta variable asociado
con una distribucion normal

La latencia y visita al primer comedero asociada a los comederos 3 y 4 en el patio del
habitaculo se analizaron de manera similar a lo realizado en el periodo experimental 2a.

Ademas, se exploraron las correlaciones entre el comportamiento alimenticio (periodo
experimental 2 a) vs consumo de alimento, expresado como proporcion (periodo
experimental 2b). Se informa el coeficiente Pearson.

Se realizaron todas las ilustraciones con InfoStat (Di Rienzo et al., 2019) y los analisis
estadisticos con Navure (Navure, 2023). Los resultados se expresan como mediax error
estandar de la media, con un nivel de significacion < 5 % para todas las pruebas. Se aplico

a posteriori de los andlisis estadisticos la prueba LSD Fisher.
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Resultados

Aclimatacion (periodo experimental 1)

Para latencia el andlisis estadistico indica que las diferencias son significativas para el
factor tiempo (Fs,14=12,37; p=0.0003). El anélisis a posteriori revelo una disminucion del
tiempo promedio del dia 1 (13,27+4,02 segundos) al dia 3 de estudio (5,96+41,95
segundos), transcurrido entre que el puma ingresé y llegé al comedero con alimento. La
latencia del dia 4 (14,51+4,33 segundos) fue similar al dia 1.

Para primer comedero visitado, el analisis estadistico indica diferencias significativas
entre las visitas a los comederos con un coeficiente de efectos fijos estimado igual 1,1
(T=2,13; p=0.0334) para los cinco pumas; lo cual arroja una probabilidad de 0,75. Es
decir, 3 de 4 ocasiones evaluadas en promedio los pumas visitaron el comedero con
alimento. En la Figura 4, se observan las proporciones acumuladas de las respuestas por

puma analizadas durante este periodo experimental.

Froporciones acurmuladas

1,004 —
0,75
0,504
0,25
0,00

Maico Paguito Sacha Talta Papacho
Purma

. Comedero con almento |:| Comedero vacio

Fig. 4. Registro inicial de la interaccién puma/comedero en el refugio del habitaculo, cuando el puma (n=5)
inicié cada periodo experimental (17h). Los dias de estudio fueron: 1=Lunes, 2=Miércoles, 3=Viernes y
4=Domingo. El alimento fue administrado en el refugio, y en ambos comederos se agregdé alfalfa (prueba

tipo enterramiento). La ubicacion del alimento se alterno entre comedero 1y 2 durante los dias de estudio.
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Para ocurrencia total de visitas por comedero, el analisis estadistico indica diferencias
significativas entre las visitas observadas a los comederos por los cinco pumas
(F1,31=26,70; p<0,0001); el anélisis a posteriori reveld que se observaron mayor cantidad
de visitas por puma al comedero con alimento (8,6 + 0,94 visitas/periodo experimental)
que al comedero vacio (4,20 + 0,38 visitas / periodo experimental).

Se obtuvieron medidas estadisticas de resumen (valor medio + DE; minimo-maximo), los
pumas exhibieron 37,99 £ 16,60 minutos / periodo experimental 1 de comportamiento de
alimentacion (ocurrencia: 2-19 eventos de alimentacion/periodo experimental 1), y
consumieron el 94,99 £ 10,85 % / periodo experimental 1 (55,90-100%) de la racién
administrada durante los dias de estudio (sin rechazo de los tejidos administrados; datos

no informados).

Prueba de preferencia de eleccion apareada (periodo experimental 2a)

Para latencia el analisis estadistico indica diferencias significativas para el factor alimento
(F1,16=158,41; p<0.0001). El anélisis a posteriori revel6 que la latencia de los pumas para
Ilegar al comedero con pollo fue mayor con respecto al comedero con cerdo (Fig. 5A).
Para primer comedero visitado, el analisis estadistico indica que no existen diferencias
significativas entre los comederos con pollo o cerdo durante ambos dias de estudio
(coeficiente de efectos fijos= -0,85; T=-1,23; p=0,2195) para todos los individuos. En el
caso de ocurrencia total de visitas por puma a los comederos (F1,17=1,24; p=0,2814), no
se registraron diferencias significativas en las visitas de los pumas al comedero pollo
(1,80 + 0,47 visitas / periodo experimental) vs comedero cerdo (2,50 + 0,43 visitas /
periodo experimental).

El analisis estadistico para comportamiento de alimentacién indica diferencias
significativas para el factor alimento (F1,16=834,19; p<0,0001). El anélisis a posteriori
reveld que los pumas exhibieron més tiempo comiendo cerdo que pollo (Fig. 5B). Con
respecto a ocurrencia total de comportamientos alimenticios no se revelaron diferencias
significativas mediante el analisis estadistico (cerdo: 1,80 = 0,47 eventos / periodo

experimental y pollo: 1,20+0,36 eventos / periodo experimental; F113=1,81; p=0,2010).

29



G004

— 340 Panel A
3
T 4801
E
a 4204
-
[+F]
B 360
fs!
& 300
a B
e 2404
3
=]
% EU_
- A
g 120
o
3

60

o

Cerdo Follo
Alimento

00
—_ Panel B
[l
@ A
E 0
2]
(=
£
[ak]
(=]
=
2 380
[4H]
=
(4]
=]
£ B
3 2404
[ak]
2
=
=]
G
2 1204
[ak]
E
=y

0

Cerdo Foallo
Alimento

Fig. 5. Respuesta de los pumas en la prueba de preferencia de eleccién apareada. Panel A: Registro de

tiempo transcurrido entre que el puma (n=5) ingreso al espacio de evaluacion (refugio) y llego al comedero

con alimento (pollo o cerdo). Panel B: registro de la duracién del comportamiento de alimentacion exhibido

por el puma. Inicio: 17h; evaluaciones de 30 min: martes y jueves; en ambos comederos se agreg6 alfalfa

(prueba tipo enterramiento). La ubicacion del alimento se alterné entre comedero n°1 y n°2 durante los dias

de estudio. Letras diferentes indicas diferencias significativas en cada panel.

30



Se obtuvieron medidas estadisticas de resumen para el IPp (mediana; media £ EE;
minimo-méaximo): 0,42; 0,36 + 0,11; 0-1 (n=9). De los cinco pumas evaluados uno solo
no respondio el jueves a la prueba de preferencia de eleccion apareada, es decir, aunque
visitd los comederos durante el periodo experimental de 30 minutos, no manifesto
conductas alimenticias. Ademas, el andlisis estadistico de la transformacion binaria del
IPp indica que no hay diferencias significativas en la prueba de preferencia de eleccion
apareada repetida en dos ocasiones (coeficiente de efectos fijos= -1,46; T=-0,65;
p=0,5174; Tabla 2).

Tabla 2. Analisis del indice de Preferencia de los pumas a los estimulos alimenticios
ofrecidos en la prueba de preferencia de eleccion apareada.

Puma Dia indice IPp | Transformacion binaria | Preferencia
Maico Martes 0,42 0 Cerdo
Jueves 0,07 0 Cerdo
Paquito Martes 0,42 0 Cerdo
Jueves 0,61 1 Pollo
Sacha Martes 0,05 0 Cerdo
Jueves 0,11 0 Cerdo
Talita Martes 0,58 1 Pollo
Jueves 1 1 Pollo
Papacho Martes 0 0 Cerdo
Jueves —_— R _

Actividades post prueba de preferencia (periodo experimental 2b)

Por un lado, el analisis estadistico para ocurrencia total de visitas por comedero indica
que no existieron diferencias significativas en las visitas de los pumas a los comederos en
el refugio de pollo y cerdo (F113=0,70; p=0,4184). Por otro lado, en relacion a los
comederos n°3 y n°4 en el patio, para latencia el analisis estadistico indica que diferencias
significativas para el factor alimento (F1,15=931,57; p=<0,0001). El andlisis a posteriori
reveld que los pumas exhibieron menos tiempo para llegar al cerdo (155,78 + 105,64
segundos) que al pollo (381 + 210,72 segundos). Para primer comedero visitado en el
patio, el analisis estadistico indica que no existieron diferencias significativas en ambos
dias de estudio, para los cinco pumas (coeficiente de efectos fijos= 0,85; T=1,23;
p=0,2195). El analisis estadistico para ocurrencia total de visitas por comedero en el patio
indica que no existieron diferencias en las visitas de los pumas a los comederos en el patio
de pollo y de cerdo (F117=2,56; p=0,1284).
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Ademas, el andlisis estadistico para comportamiento de alimentacion en refugio indica
diferencias significativas para el factor alimento (F1,16=1040,71; p<0,0001). El analisis a
posteriori revel6 que los pumas exhibieron mas tiempo de alimentacion con cerdo. Con
respecto a esta misma variable evaluada en el patio, también se observaron diferencias
significativas (F1,16=194,05; p<0,0001). Nuevamente el anélisis a posteriori reveld que
los pumas exhibieron méas tiempo de alimentacion con el cerdo (Fig. 6). Con respecto a
ocurrencia total de comportamientos alimenticios no se revelaron diferencias
significativas tanto en el refugio como en el patio (F118=3,45; p=0,0797 y F113=0,23;

p=0,6389; respectivamente).

10E0 A |. Retugio |:| Fatio

m

Alimentacion (segundosjpericdo experimental)

Cerdo Pollo
Alimento

Fig. 6. Respuesta de los pumas a los alimentos pollo y cerdo, post prueba de preferencia de eleccion
apareada. Registro de la duracién del comportamiento de alimentacién exhibido por el puma durante 1410
minutos. Inicio: 17:30h; martes y jueves; en los cuatro comederos se agregé alfalfa (prueba tipo
enterramiento). La ubicacion del alimento se alternd entre comedero n°1 y n°2 (refugio) o n°3 y n°4 (patio)
durante los dias de estudio. Diferencias significativas (p<0,05): Avs B 0 * vs **,
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Analisis quimico-nutricional y consumo de alimento:

Basados en el anélisis nutricional de las muestras de tejidos (ver Anexo), los resultados

correspondientes a las raciones de cerdo y pollo se muestran en la Tabla 3.

Tabla 3. Composicion nutricional de las raciones de cerdo y pollo utilizadas en la prueba

de preferencia de eleccion apareada.

Alimento Tejido Lipidos Proteina | Carbohidrato
(% P/P) (% P/P) (% P/P)
Cerdo Muscular 3,37 13,75 2,77
Epitelial 1,16 1,15 0,18
Adiposo 9,16 0,0 0,18
Total/100g de 13,69 14,9 33
racion
Pollo Muscular 2,63 13,26 3,0
Epitelial + Adiposo 2,97 1,16 0,12
Total/100g de 5,6 14,42 3,2
racion

P/P: g / g de muestra

Se obtuvo el valor energético total que aporta cada racién de cerdo y pollo (7817,73 Kcal
y 4914,94 Kcal, respectivamente); y los valores energéticos aportados por cada
macronutriente dentro de cada racion: proteinas (2385 Kcal), lipidos (4932,41 Kcal) y
carbohidratos (500,32 Kcal) para la racién de cerdo; proteinas (2306,4 Kcal), lipidos
(2023,02 Kcal) y carbohidratos (585,52 Kcal) para la racion de pollo.

El andlisis del consumo del alimento indica que no existieron diferencias significativas
entre las proporciones para cerdo y para pollo consumidas por los pumas (0,57 vs 0,44;
respectivamente; F117=1,11; p=0,3063); las cantidades absolutas de cerdo y de pollo
consumidas por los pumas fueron 289750 + 438,31 g y 2327,50 + 487,03;
respectivamente. En la Figura 7 se muestran los porcentajes de tejido consumido por

racion a lo largo de los periodos experimentales 2 ay 2 b.
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Fig. 7. Porcentaje de los tejidos consumidos por los pumas (n=5) en el periodo experimental 2a+2b. El
calculo surgié de la diferencia entre los tejidos administrados por racién (cerdo o pollo) y los restos de
tejidos colectados al finalizar el periodo experimental (24h de estudio).

Con respecto al andlisis de correlacion entre el comportamiento de alimentacion y los
alimentos, los coeficientes de Pearson fueron para cerdo r= 0,42 (p=0,23) y para pollo
r=0,79 (p=0,01). Existe una correlacion positiva entre el comportamiento de
alimentacion observado en el periodo experimental 2 a y el consumo de pollo por los

pumas observados en el periodo experimental 2 b.

El anélisis preliminar de la presencia de compuestos organicos volatiles (COV), indica
que se detectaron en total 37 en las muestras de cerdo y de pollo. Entre los cuales se
clasificaron 9 compuestos exclusivos en la muestra de cerdo y 4 exclusivos en la
muestra de pollo. Los 9 COV se agrupan en la familia de hidrocarburos y/o oxigenado,

mientras que los 4 restantes fueron clasificados en el grupo oxigenados.

34



Discusion

En el presente trabajo se logrd establecer que las actividades comportamentales
de los ejemplares adultos de Puma concolor, estudiados bajo condiciones
semicontroladas, son afectadas por la presencia del alimento (cerdo y pollo). En la parte
inicial del estudio, fue evidente que los pumas se aclimataron sin presentar demoras al
acceder al refugio con la propuesta experimental. En todas las ocasiones los pumas
pudieron detectar el alimento oculto debajo de la alfalfa en los comederos, y en la mayoria
de las ocasiones llegaron primero al comedero con alimento vs comedero vacio. Ademas,
por medio de las evaluaciones realizadas, pudimos determinar que el tipo de alimento
ofrecido en las pruebas de preferencia de eleccion apareada modifico la dindmica de las
conductas estudiadas en los pumas. Se detectd que el tiempo de busqueda (latencia)
manifestado por los pumas varidé segun el tipo de alimento, llegando mas rapido al
comedero con cerdo. A su vez, se determind que los pumas pasaron mas tiempo
interactuando con el cerdo (raciones suministradas) en relacion al pollo. Por otra parte,
los pumas consumieron las mismas cantidades (masas) de cerdo y de pollo. Las raciones
estuvieron conformadas por diversos tejidos blandos, entre ellos el principal fue el
muscular y sus nutrientes mostraron similitudes en los andlisis quimicos-nutricionales;
sin embargo, la racion presento diferente valor energético (cerdo>pollo).

Dentro del periodo experimental 1, el estudio presenta evidencias asociadas a
latencia que pueden entenderse como una aclimatacion de los pumas a la situacion. Sin
embargo, en el ultimo dia de estudio esta variable se vio incrementada, relacionandose
con el Unico dia donde los pumas (3/5) pasaron primero por el comedero vacio y luego
llegaron al comedero con alimento. No tenemos otra explicacion mas que el azar para
este resultado. Se pudo determinar que no hubo aversion hacia los estimulos alimenticios
suministrados ni hacia los diferentes tejidos que formaban las raciones, debido al gran
porcentaje de consumo que mostraron los pumas durante los dias de estudio y la gran
ocurrencia de visitas al comedero con alimento. A su vez, la implementacion de
comederos y de alfalfa no represent6 una interferencia con respecto al consumo de los
alimentos. Si tenemos en cuenta que en felinos como el gato doméstico (Hullar et al.,
2001) y el puma (mencionado en introduccion) usan los sentidos de la vision y el olfato
para la deteccion del alimento, es posible considerar que nuestro estudio demuestra que
los pumas detectaron la presencia del alimento suministrado (resultados de visitas al
primer comedero con alimento), posiblemente con énfasis en el sentido del olfato ya que

la barrera visual de alfalfa habria interferido el campo visual del puma.
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En el periodo experimental 2 a, la prueba de preferencia de eleccion apareada
(30 minutos), reveld con claridad que los pumas estudiados se aproximaron con mayor
velocidad al cerdo que al pollo, y mostraron méas tiempo de interaccion con el cerdo. Esto
podria explicarse por varios factores, considerando que los pumas consumieron ambos
alimentos en el periodo de aclimatacion: a) por el mayor aporte energético de la racion de
cerdo determinado en el presente estudio; b) presencia de ciertos compuestos organicos
volétiles (COV) propios del cerdo que resulten més estimulantes que los del pollo para
los pumas, reflejandose en una mayor interaccion con las raciones de cerdo. En tal
sentido, los resultados obtenidos del analisis indican la presencia de mayor nimero y
diversidad de COV en la muestra de cerdo; c) otros atributos del alimento como el color
y/o la palatabilidad que ejercerian efecto en el tiempo de interaccion de puma-alimento;
por todo ello se sugiere incrementar la investigacion a fin de aportar datos que permitan
una mejor comprension acerca de los factores que influyen en esta seleccién del alimento.

Por otro lado, lo observado en relacion al tiempo total invertido por los pumas
en la racion de cerdo se contrasta con el hecho que los pumas no mostraron diferencias
en las visitas y en la frecuencia de eventos de alimentacion, en la prueba de preferencia
de eleccion apareada. En cuanto al indice de preferencia para pumas (IPp), este reveld
que los pumas no prefieren un alimento sobre el otro. El hecho que los pumas
interactuaran con ambos alimentos quizds explica este resultado. Sin embargo, si
consideramos las diferencias individuales como se muestra en la Tabla 3 de la seccion
resultados, es posible apreciar que tanto Maico, Sacha, Talita y Papacho mostraron una
respuesta consistente a un estimulo (a cerdo o a pollo) en la repeticién de la prueba de
preferencia de eleccion apareada, mientras que Paquito no mostro dicha consistencia.
Quizés este indice y/o las variables utilizadas para calcularlo, no fueron utiles en este
estudio para describir la preferencia de un grupo que presenta divergencias en las
respuestas a los alimentos.

En cuanto al periodo experimental 2 b, las actividades post prueba de
preferencia (1410 minutos), primero se demostrd que los pumas al salir al patio, terminada
la prueba de preferencia de eleccion apareada, exhibieron menos tiempo para llegar al
comedero de cerdo. Ademas, los pumas tuvieron la oportunidad de visitar los 4
comederos. Detectamos que el tiempo de interaccion entre el alimento y el puma, ya sea
en el patio como en el refugio, fue mayor para el cerdo. En cambio, los pumas no
mostraron diferencias en las visitas y en la frecuencia de eventos de alimentacion. Los

resultados observados en el periodo experimental 2 b revelan el mismo patron de
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respuesta observado en la prueba de preferencia de eleccion apareada. Esto nos permite
concluir que en ambos periodos experimentales (2 a y 2 b) existié una correspondencia
para estas actividades comportamentales analizadas.

A partir del analisis nutricional in vitro de las muestras de cerdo y pollo, resultd
evidente que las raciones de pollo y de cerdo aportan cantidades similares de proteina e
hidratos de carbono, en cambio la racion de cerdo aporté més del doble de lipidos. Cabe
recordar que no existen diferencias en los contenidos de humedad, cenizas, aceites,
proteinas y carbohidratos entre los tejidos que mayor representacion tuvieron en ambas
raciones, es decir, el tejido muscular (informacion en Anexo). No fue posible realizar la
comparacion estadistica entre los demas tejidos porque, para este estudio, en la racion de
pollo los tejidos adiposo y epitelial se analizaron en conjunto, ya que la mayoria de la
grasa se encuentra por debajo de la piel y no distribuida en los tejidos como sucede con
el cerdo (Carvajal, 2001). En estudios previos, Carvajal (2001; especie estudiada pollo) y
Garcia (1993: especie estudiada cerdo) los valores nutricionales reportados para el tejido
muscular en general fueron similares a los obtenidos en el presente estudio. Las
excepciones, por ejemplo, en el caso de cerdo, los valores reportados para Lipidos (%)=
10,7 + 4,6 y los obtenidos en nuestro estudio Lipidos (%)=3,9 +0,8. En el caso de pollo
detectamos solo diferencias para Proteinas % (20,0 + 0,2 vs 14,6+1,0; respectivamente). Esto
revela la importancia de realizar los analisis quimico-nutricional, cuando se pretenda
exponer animales a una prueba de eleccion de alimentos, ya que es conocido que los
nutrientes aportados por las especies animales pueden variar segun su genética,
ontogenia, ambiente.

El consumo de las raciones de cerdo y pollo suministrado no fue diferente.
Aunque se pudo ver una mayor interaccion de los pumas con el cerdo (dado por menor
latencia, mas tiempo de alimentacion y valores individuales de P<0,5), este resultado no
se vio reflejado en un mayor consumo del cerdo sobre el pollo. Como ya se menciond,
las raciones de cerdo y pollo difieren en los valores energéticos que aportan, y sabiendo
el consumo de los alimentos por parte de los pumas podemos deducir los valores
energéticos ingeridos: 5663 Kcal estimadas para 2897,5 g de cerdo y 2860 Kcal estimadas
para 2327,5 g de pollo. Las actividades comportamentales observadas en la prueba de
preferenciay en el periodo experimental 2 b indican que los pumas ingirieron mas calorias
provenientes del cerdo que del pollo. Considerando la naturaleza del puma como especie
carnivora, los pumas evaluados estuvieron expuestos a alimentos: a) en igualdad de

abundancia y facilidad de acceso (aspectos determinantes de la Teoria del Forrajeo
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Optimo; Gutiérrez, 1998), b) en similitud en cuanto a las aspectos nutricionales
(proteinas, lipidos, carbohidratos) del principal tejido componente de las raciones
suministradas (muscular: 86% para cerdo y 90% para pollo), y c) diferencias a nivel
energético particularmente por la contribucion de calorias del tejido adiposo del cerdo.
Entonces podria entenderse que el valor energético de los alimentos tendria un rol
fundamental en las preferencias manifestadas. En tal sentido, en relacion a los lipidos,
estos macronutrientes de alta densidad energética pueden explicar la suposicion
tradicional que los carnivoros buscan alimento para maximizar la ingesta de energia;
quizas los pumas estudiados estuvieron mas estimulados por cerdo que por pollo debido
a las diferencias aportas a nivel lipidico (Kohl et al., 2015).

En relacién a la hipdtesis que nos planteamos al inicio de la investigacion,
comprobamos efectivamente que las conductas de busqueda (latencia) y de alimentacion
se vieron afectadas por el tipo de alimento ofrecido en la prueba de preferencia de eleccién
apareada. No obtuvimos evidencias para afirmar que el consumo fue afectado por el tipo
de alimento, pero si obtuvimos evidencias para relacionar las conductas exhibidas por los
pumas con las caracteristicas nutricionales de los alimentos. En relacion a las predicciones
planteadas, los pumas visitaron primero los comederos con alimento y fueron mas
visitados que los comederos sin alimento, acorde a lo esperado. Por otro lado, esperaba
observar un mayor consumo del alimento con el cual los pumas presentaran una mayor
interaccién, pero esta prediccion no se cumplié ya que el consumo del cerdo no fue
diferente al del pollo. También, se observé la relacion entre la eleccion, el consumo del
alimento elegido y las caracteristicas nutricionales, donde los pumas ingirieron méas
calorias provenientes del cerdo.

Por altimo, en el contexto de conservacién en centros de rescate de la especie y
las implicancias sobre el bienestar animal, la prueba de preferencia de eleccion apareada
aplicada en ejemplares de pumas adultos demostr6 ser un protocolo Util para determinar
el impacto de ciertos alimentos en las actividades comportamentales. Aunque los
resultados todavia deben ser tomados con precaucién por el limitado nimero de animales,
esta prueba de facil aplicacién y corta duracion, podria ser considerada en otros centros
de rescate donde se apliquen programas de enriquecimiento ambiental con énfasis en la
dieta, como una estrategia para seleccionar estimulos en base a preferencias individuales.
Esto contribuye a mejorar el estado de bienestar animal bajo cuidado humano,

considerando las necesidades especificas y sus historias de vida.
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1. Ejemplares adultos de Puma concolor detectaron los estimulos alimenticios de

cerdo y pollo presentados en una prueba de enterramiento en el refugio de sus
habitaculos.

Ejemplares adultos de Puma concolor exhibieron, en la prueba de preferencia de
eleccion apareada, dinamicas conductuales vinculadas con el tipo de alimento
ofrecido, observandose una eleccion asociada al cerdo debido a la mayor
interaccion comportamental.

Ejemplares adultos de Puma concolor consumieron, durante 24 h de estudio,
cantidades iguales de los estimulos alimenticios de cerdo y de pollo, suministrados
durante la prueba preferencia.

La racion de cerdo presentd mayor valor energético; en cuanto al tejido presente
en mayor proporcion (muscular), las raciones de cerdo y de pollo presentaron
similitudes en los nutrientes (humedad, cenizas, aceites, proteinas y
carbohidratos).

En el procedimiento de eleccion apareada de cerdo y de pollo suministrados en el
centro de rescate para los pumas adultos estudiados, los analisis indican que la

energia consumida es un determinante del comportamiento alimenticio.



Consideraciones éticas y de bienestar animal: Dado que en el presente estudio no se
contemplaban acciones que causen dolor y/o sufrimiento durante el desarrollo del trabajo,
y tampoco acciones que a priori comprometieran el bienestar de los animales, la
Comisién de Tesina de la FCEFyN acept6 que no correspondia presentar certificado y
autorizacion Organismos de Bioseguridad, Comité de bioética o Comité Institucional para
el CICUAL.
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Anexo: Tesina de grado en biologia Eddie Bono, directores asociados Dr. Juan Manuel
Busso y Dra. Diana Labuckas.

Justificacion de la prueba piloto: un ejemplar de Puma concolor se evaludé en su
habitaculo durante 12 dias consecutivos (8 dias=aclimatacion y 2 dias= prueba de
preferencia; abril 2023), mediante una prueba piloto sobre el disefio experimental de la
prueba de preferencia de eleccion apareada. Si bien existen evidencias de estudios de
preferencia de alimento en otros felinos, no teniamos evidencias de la aplicacion de esta
prueba de preferencia de eleccion apareada para esta especie. Ademas, los pumas en
Pumakawa habitualmente se alimentan restos naturales expuestos en el suelo, y no
sabiamos si el cambio del manejo por la propuesta experimental afectaria a los pumas, en
cuenta a su conducta alimenticia. Necesitdbamos saber: a) si las raciones de pollo y de
cerdos serian consumidas, considerando los diferentes tejidos presentados; b) si las
raciones ubicadas en comederos y enterradas con alfalfa serian detectadas y consumidas;
c) si las diferentes raciones podrian generar cambios en el patron de actividad por
estimulo o aversion; d) si la duracion de la prueba de preferencia de eleccion apareada
seria adecuado para evaluar los comportamientos considerados para detectar el grado de
opcidén por un alimento en particular, y e) las cantidades de alimentos ofrecidas durante
la prueba de preferencia de eleccion apareada podrian ser consideradas ad libitum. Los
puntos a-c fueron considerados con datos del periodo de aclimatacion y los puntos d-e
con datos del periodo de la prueba de preferencia de eleccion apareada. Ademas,
consideramos en general si el cambio de manejo por la investigacion podria afectar el
bienestar del animal, por ejemplo, exhibiendo respuesta negativa al consumo de la racion
y/o algun tejido ofrecido, y respuesta comportamental inadecuada ante la propuesta
experimental para evaluar preferencia de alimento (Fraser 1997).

Justificacién y materiales y métodos de la eleccién de las especies de alimento y
proporciones utilizadas por racion: las especies seleccionadas de pollo y de cerdo se
justificaron por: a) evidencias de la dieta generalista del puma en la naturaleza, cazando
ejemplares, tanto de especies silvestres nativas/exoticas como domésticas, de diferentes
taxones de mamiferos y aves; aunque habria una aparente preferencia de mamiferos por
la frecuencia detectada en el analisis de dieta en heces (de la Torre & de la Riva, 2009;
Fernandez & Baldi, 2014; Zufiga & Mufioz-Pedreros, 2014; Buenavista & Palomares,
2017; Bartolucci et al 2021) y b) la disponibilidad de estas especies domésticas a partir

de proveedores (que colaboran en otros proyectos, tales como ImpaCT.AR 61). Las
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raciones se confeccionaron con partes blandas de pollo y de cerdo, eligiendo los 3 tejidos
mas representativos de cada especie. Los 3 tejidos fueron: tejido muscular, tejido adiposo
y tejido epitelial, y se respetaron las relaciones proporcionales de cada especie
(muscular>adiposo>epitelial). En el caso de cerdo se consider6 musculo, adiposo
subcutaneo y epitelial (Monziols et al., 2005; Landgraf et al., 2006), y en el caso de pollo,
se consideré musculo, epitelial junto a adiposo subcutaneo ya que la mayoria de la lipidos

se encuentra por debajo de la piel (Mavromichalis et al., 2000; www.cinap.com.ar;
Carvajal 2001). Cabe destacar que no se tuvo en cuenta el tejido 6seo ni otros
componentes, pese a conocer su importancia en la alimentacion (por ejemplo: aportes de
minerales) porque este estudio no tiene la meta de crear una dieta equilibrado para pumas
y porque se ha informado que el puma en la naturaleza come primero las partes blandas.
Todas las raciones utilizadas se prepararon en un laboratorio del ICTA a partir de pollo
entero fresco (proveedor Avicola Farnochi) y cerdo fresco despostado sin hueso
(proveedor Pormag). Las raciones fueron congeladas en un freezer (-20 °C) y trasladadas
en conservadoras con hielo hasta el centro de rescate, donde se almacenaron en un freezer
(-20 °C) hasta su utilizacion.

Considerando que, en una prueba de preferencia de eleccién de alimentos apareados, las
raciones ofrecidas no deberian ser un limitante del consumo (Hullar et al. 2001; Tobie et
al. 2015), ya que el animal podria consumir ambos alimentos por escasez de uno, y que
las raciones por indicacion de la veterinaria debian cubrir la necesidad energética diaria
minima por animal, se trabajo raciones de 4 kg en total de cerdo y de pollo (Tabla 1). Por
ejemplo, el ejemplar estudiado en la prueba piloto se estima que requiere 1056Kcal/dia
(ofrecida 5 veces por semana), siendo este valor ampliamente superado por ambas
raciones preparadas en este estudio y administradas cada 2 dias durante toda la prueba
piloto.

En cuanto al andlisis quimico-nutricional, se obtuvieron medidas de estadistica
descriptiva y se realiz6 una comparacién de las distintas variables analizadas para el
principal componente de la racion (tejido muscular). Se aplicé un test T para muestras

independientes.
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Tabla 1. Composicion nutricional de las muestras de cerdo y pollo utilizadas en la
prueba de preferencia de eleccién apareada.

Alimento Tejido Humedad Ceniza Lipidos Proteina | Carbohidrato
(% P/P) (% PIP, shs)| (% P/P, sbs) | (% P/P, shs)| (% P/P, sbhs)
Cerdo Muscular | 76,0 £0,8 3,9+0,2 16,2 +2,8 66,4 +4,2 13,5+1,3
Epitelial 30,6 +0,2 | 0,6 0,0 46,3 +1,6 45,8 +4,2 7,258
Adiposo 5304 0,1+0,0 98,0 0,7 0,0+0,0 1,9 +0,7
Pollo Muscular | 77,6 +0,3 | 4,0+0,0 13,1 +0,3 65,3+5,5 17,6 5,8
Epitelial + | 55,2+9,0 1,1+0,6 69,2 £+8,4 23,5 3,0 6,2 +4,8
Adiposo

Los analisis se realizaron por duplicado y los resultados se expresan como media + desvio estandar. P/P, sbs: peso/

peso sobre base seca.

El anélisis estadistico para %Humedad indica que no existen diferencias significativas
para el factor alimento (T=-2,64; p=0,1188). Tampoco se encontraron diferencias
significativas entre los respectivos nutrientes de cerdo y de pollo [%Cenizas, %Lipidos y
(T=-0,43; p=0,7104; T=1,56; p=0,2586; T=0,23; p=0,8389;

respectivamente)].

%Proteina

Administracion del alimento y cuantificacién de consumo: Dia 1, 3, 5y 7: ocasiones
donde el puma recibid el alimento por la tarde. Dias 2, 4, 6, y 8: ocasiones donde se reviso
el comedero por restos de alimento, y se retiraron los restos de las raciones; a partir de
este momento comenzd un periodo de ayuno de 24h hasta el proximo dia de alimentacion.
Los dias 9 y 10, en forma similar, el puma recibio las 2 raciones simultaneamente para la
prueba de preferencia de eleccion apareada. En todas las ocasiones que el puma fue
alimentado en el refugio (5 veces), se administraron las raciones en los comederos
correspondientes con alfalfa. Periodo de aclimatacion: comedero 1 con cerdo o pollo y
comedero 2 vacio, ambos tapados con alfalfa. Periodo de prueba de preferencia de
eleccion apareada: comedero 1 con cerdo y comedero 2 con pollo, ambos tapados con
alfalfa. En esta prueba piloto, cada vez que se administro el alimento al puma, cuando
éste ingresaba al refugio se cerraba la compuerta y el puma permanecia durante un
periodo de 60 minutos encerrado con el alimento. Dicho procedimiento fue realizado con
el objetivo de valorar el tiempo de duracion de la prueba de preferencia de eleccién

apareada pensada para la investigacion. Cumplido un plazo de 24 hs se recolectaron los
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restos de alimento, y se cuantificaron cada resto de tejido por racion, y luego se obtuvo el
porcentaje de lo consumido mediante el calculo de la diferencia en el peso inicial-peso
final.

Resultados: a) consumo de las raciones de pollo y de cerdo, considerando los diferentes
tejidos presentados. Obtuvimos un consumo medio del 85% de las raciones
administradas, tanto para cerdo (90,8 y 71,4 %) como para pollo (100 y 79,8 %). Ademas,
no se observaron respuestas negativas en relacion a los comederos y la alfalfa agregada
sobre las raciones, observando que facilmente el animal retiraba la alfalfa y comenzaba a
interactuar con el alimento. EI puma consumi6 los diferentes tejidos ofrecidos en las
raciones, en ningun caso el registro del peso por tejido de la racion final, fue igual al peso

inicial.

Resultado: b) ubicacién de la racion en el comedero con comida y alfalfa. Analizando
el video cuando el puma ingresé al refugio (video anterior), se pudo observar que el puma
detectd la presencia de alimento en el comedero. En las 4 ocasiones del periodo de

aclimatacion, el puma acert6 el comedero con comida en 3 ocasiones en la primera visita.

Justificacion y materiales y métodos de la evaluacion de la actividad y
comportamientos. El patrén de actividad de los pumas silvestres es catemeral, pudiendo
estar activos en cualquier momento del dia (Di Bitteti et al., 2010; Hernandez-SaintMartin
et al., 2013; De Angelo et al., 2019). El patrén de actividad puede verse alterado por
diferentes factores, tales como la alimentacion, Harmsen et al. (2011) encontraron que
los habitos catemerales de los pumas coinciden con los patrones de actividad de sus
principales presas. Al mismo tiempo, en zonas donde conviven pumas y personas, los
patrones de actividad tienden a ser nocturnos y crepusculares (Zanon-Martinez et al.,
2016; Guerisoli et al., 2019). En particular, estudios realizados en pumas albergados en
diferentes centros de rescate del norte de Argentina, alojados bajo ciclos naturales de luz-
oscuridad y temperatura, encontraron diferentes patrones de actividad para la especie,
pudiendo ser tanto catemerales, como diurnos o nocturnos (Sciabarrasi Bagilet et al.,
2017). Por lo tanto, en la presente investigacion consideramos relevante monitorear el
patron de actividad, tanto en la prueba piloto como en el estudio principal. Esperamos
gue esto pueda revelarnos posibles reacciones del puma ante las diferentes especies de

alimento en la prueba piloto, y posibles diferencias individuales entre los pumas
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estudiados en la investigacion principal que podrian contribuir a la interpretacion de los

resultados.

Registro de comportamiento activo e inactivo, y variables comportamentales: a partir
del video 240hs de video (10 dias de grabacion), en intervalos de 5 minutos, se registraron
el estado activo o inactivo del puma por dia (288 registros/dia). Ademas, se registraron
por periodo experimental la latencia de visita al primer comedero, la ocurrencia total de
visitas al comedero. El tiempo dedicado a la alimentacion se cuantificd continuamente
por periodo experimental. Particularmente, en la prueba de preferencia de eleccion
apareada, se observaron la presencia de los siguientes comportamientos tales como
sentado, alerta, locomocion, locomocidn repetitiva, los cuales podrian asociarse con una
desmotivacién y/o algun compromiso del bienestar del animal durante los 60 minutos de
observacion.

A partir de estos registros diarios (dias 1-8), se construyeron actogramas. Estos son
figuras que representan la forma en la que se distribuye la actividad de un animal a lo
largo del dia. Los actogramas fueron realizados utilizando el software ActogramJ
(Schmid et al., 2011). En primera instancia, Se construyeron actogramas para cada dia de
estudio del periodo de aclimatacion y partiendo de estos se construyeron actogramas
promedio suavizados dependiendo del tipo de dieta que el puma recibié (pollo, cerdo o
sin comida). En cada caso, se unieron los actogramas individuales utilizando un ndcleo
tipo Gaussiano con 2 desvios estandar creado automaticamente por el programa.
Seguidamente, el software permitié obtener el patron de actividad promedio para cada
tipo de dieta, que se calcul6 subdividiendo los actogramas suavizados en intervalos

iguales, sumandolos y luego dividiendo el resultado por el nimero de ciclos.

Resultados: actividades del puma ante los estimulos carnicos y duracion de la prueba
de preferencia de eleccion apareada. Surge de la Figura 1, donde se pueden observar los
perfiles de actividad general en el puma estudiado ante la ausencia de comida (dias de
ayuno) y ante presencia de cerdo o de pollo. Es conocido efecto del estimulo alimenticio
sobre el ritmo de actividad de los animales en condiciones controladas, y quizés las
diferencias observadas se pueden explicar por la presencia/ausencia del alimento en este
caso de observacion con el puma estudiado; aunque esto no es el foco de nuestra
investigacion. Nosotros consideramos relevante para llevar adelante la prueba de

preferencia de eleccion apareada que ambos alimentos (cerdo y pollo) no habrian
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generado aparentemente un perfil de actividad diferente, particularmente luego de la
administracion de alimento (17hs). Esto no fue asi cuando el alimento no estuvo
disponible en el habitaculo. Quizéas estas reacciones pueden asociarse al concepto de
patrén de alimentacion segun disponibilidad de alimento visto en varios géneros de

mamiferos (Armstrong, 1980) y carnivoros (ej Zielinski, 1986).
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Figura 1. Actogramas suavizados del ejemplar de Puma concolor evaluado durante el periodo de
aclimatacion. A las 17hs se administré el alimento, ya sea pollo o cerdo. Se registré el estado
activo/inactivo cada cinco minutos (288 registros/dia) durante 8 dias consecutivos, siendo
ilustrados segun disponibilidad de tipo de comida (cerdo: dias 1y 5, pollo: 3y 7) o ausencia de
comida (dias de ayuno: 2, 4, 6, 8). Inicio del dia: 07:50h y final del dia: 18:40 hs. El periodo de
oscuridad se marca con una barra gris en la parte superior de cada actograma.

Finalizada la prueba de preferencia de eleccion apareada durante 60 minutos, pudimos
observar que el puma luego de interactuar con el alimento exhibio locomocion repetitiva

aproximadamente transcurridos 30 minutos de iniciado el periodo experimental. Aunque
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esta observacion no implicaria que el puma no fue capaz de manifestar su eleccion,
entendemos que la aparicion de este comportamiento en el espacio y en el tiempo de
evaluacion podria interpretarse como una consecuencia negativa sobre su estado de
bienestar. En consecuencia, se decidié reducir el tiempo de la prueba de preferencia de
eleccion apareada a 30 minutos en total. En cuanto al alimento consumido por especie 0
tipo de racion (pollo y cerdo), el puma no consumi6 la totalidad de los alimentos
administrados a lo largo de las 24hs de estudio, con lo cual, se decidi6 trabajar en la

investigacion con 4kg de racion de pollo y de cerdo.
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En relacién a los actogramas obtenidos de los 5 ejemplares en el periodo experimental 1
(aclimatacion), en figura 2 se pueden observar los perfiles invidiuales.
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Figura 2. Actogramas suavizados de los ejemplares de Puma concolor evaluados durante el
periodo experimental 1. A las 17hs se administro el alimento, ya sea pollo o cerdo. Se registro el
estado activo/inactivo cada cinco minutos (288 registros/dia) durante los dias de estudio (lunes,
miércoles, viernes y domingo. El periodo de oscuridad se marca con una barra gris en la parte
inferior de cada actograma.
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En relacion a los actogramas obtenidos en la prueba de preferencia, en la figura 3 se

observan los perfiles de actividad de los ejemplares evaluados.
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Figura 3. Actogramas suavizados de los ejemplares de Puma concolor evaluados durante el
periodo experimental 2 ay 2 b. A las 17hs se administro el alimento, ya sea pollo o cerdo. Se
registrd el estado activo/inactivo cada cinco minutos (288 registros/dia) durante los dias de estudio
(martes y jueves). El periodo de oscuridad se marca con una barra gris en la parte inferior de cada
actograma.
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En base a lo observado en figura 2 y 3, detectamos un patron de actividad catemeral de los
ejemplares evaluados y el patron no habria cambiado entre periodos experimental
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