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RESUMEN

La luz verde monocromatica, esta asociada con la aceleracion del desarrollo
embrionario y el nacimiento pronto de los pollitos mientras que, la dl-alfa-tocoferil
tiene efectos en el momento de la eclosion del pollito e incremento de peso al
nacimiento. El presente estudio se realizd con la finalidad de suplementar dl-alfa
tocoferil en combinacién con luz verde monocromatica, para conocer el efecto que
tiene sobre el desarrollo embrionario del pollito y la calidad del mismo al nacimiento.
Se trabaj6é con 80 embriones de la linea genética Bovans White, con los cuales se
formaron 4 tratamientos: 1) Control (Luz natural), 2) Luz natural + dl-alfa tocoferil, 3)
Luz verde y 4) Luz verde + dl-alfa tocoferil. La luz verde se coloc6 del dia 7 de
desarrollo embrionario al dia 19. Para la alimentacion in ovo, se inyectd en el saco
vitelino, dl-alfa tocoferil (Eternal®) el dia 14 de incubacion. Al nacer los pollitos se
evaluaron las siguientes caracteristicas: peso; longitud del pollito y de los tarsos;
color y calidad de la piel; calidad de las plumas: forma del craneo, pico, quilla,
escapula, alas y tarsos; calidad de ojos; cicatrizacion de ombligo y; viveza del pollito.
Se realizd un analisis de varianza (ANOVA) y una prueba de comparacién multiple
entre medias con una T de Student (p<0.05) para las variables de peso, longitud
del pollito y de los tarsos. Para las variables de respuesta de calidad del pollito al
nacimiento se realiz6 un analisis de correspondencias multiples. En los resultados
obtenidos, se observd que el efecto de la luz verde y su combinacion con dl-alfa
tocoferil mejoraron la calidad de los pollitos, incrementando la calidad de los pollitos
nacidos. Los resultados pueden ser aplicados a investigaciones que involucren la
generacién de embriones de pollo como modelos experimentales con estandares
de excelente calidad y en embriones de importancia econémica asi como para la

conservacion de especies.

Palabras clave: Incubacion, embrién, calidad, dl-alfa tocoferil, luz, eclosion.



ABSTRACT

The monochromatic green light, is associated with the acceleration of embryonic
development and the early birth of chicks, whereas dl-alpha tocopheryl has effects
at the time of hatching of the chick and increased birth weight. The present study
was carried out with the aim of supplementing dl-alpha tocopheryl in combination
with a monochromatic green light, to know the effect of embryo development on the
chick and its quality at birth. We used 80 embryos from the Bovans White genetic
line, with which 4 treatments were formed: 1) Control (natural light), 2) Natural light
+ dl-alpha tocopheryl, 3) Green light and 4) Green light + dl-alpha tocopheryl. The
green light was placed from day 7 of embryonic development to day 19. For in ovo
feed, dl-alpha tocopheryl (Eternal®) was injected into the yolk sac on day 14 of
incubation. At birth, the following characteristics were evaluated: weight; length of
chick and tarsi; color and quality of the skin; quality of the feathers, skull, beak, keel,
scapula, wings and tarsi shape; eye quality; scarring of navel and; vividness of the
chick. An analysis of variance (ANOVA) and a multiple comparison test between
means with a Student's T (p <0.05) were performed for the variables of weight, chick
length and tarsi. For the quality response variables of the chick at birth, a multiple
correspondence analysis was performed. In the results obtained, it was observed
that the effect of green light and its combination with dl-alpha tocopheryl improved
the quality of the chicks, increasing the quality of the chicks born. The results can be
applied to research involving the generation of chicken embryos as experimental
models with high quality standards and embryos of economic importance as well as
for the conservation of species.

Key words: Incubation, embryo, quality, dl-alpha tocopheryl, light, hatching.
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I. INTRODUCCION

La avicultura es una de las actividades econémicas mas importantes a nivel mundial
(Fontana et al., 2015) y de rapido crecimiento que tiene como finalidad la produccion
de huevo fértil debido a un inmenso interés en la nutricion animal, investigacién y el
mejoramiento sanitario, generando impactos positivos a nivel econémico, ambiental

y social (Gangadoo et al., 2016).

A nivel mundial y nacional, existen granjas dedicadas a obtener huevo fértil (granjas
de reproductoras). Sin embargo, la importancia de produccién de embriones de pollo
de alta calidad, no solo se relaciona con el aspecto alimentario, sino que también
concierne al aspecto de investigacion para el desarrollo de nuevas tecnologias
(Kalinka y Tomancak, 2012). Esto se debe a que los embriones de gallina como
modelo de investigacion, tienen un valor agregado (Hiller et al., 2004) comparado
con modelos mamiferos, ya que son accesibles para la manipulacién quirurgica
(Goodall et al.,, 2009) y experimentacion en cuanto a temas de medicina e
investigacidén farmacéutica, en humanos (Martinez-Madrid et al., 2009) y animales
se refiere (Lee et al., 2004).

En los ultimos 20 afos, se han desarrollado nuevas técnicas biotecnoldgicas, las
cuales destacan por detener la pérdida de habitats, la sobreexplotacion de los
recursos, la aminoracion del cambio climatico y la eliminacion de especies invasoras
(Corlett, 2016). Es por ello que la produccion de embriones de pollos de calidad
como material biolégico es de gran interés por tres situaciones importantes: 1) el
uso de modelos por los aspectos éticos al momento de hacer vivisecciones
(Giannaccini et al., 2014); 2) por la facil manipulacién del embrién in ovo (Palmquist-
Gomes et al., 2016) y; 3) por la gran numerosidad de investigaciones en el campo
biolégico que precisan de caracteristicas especiales ya sea por la edad del embrion.

Sin embargo, el desarrollo embrionario del pollito, implica un gran consumo de
energia y nutrientes contenidas en la yema que son pilares durante el picaje y el
nacimiento del pollito. La dl-alfa tocoferil es uno de los principales antioxidantes no
enzimaticos membranales presentes en la yema (Arrieta et al., 1999). En el pollo, el
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higado es el encargado de almacenar y regular los niveles de dl-alfa tocoferil
(Hossain et al., 1998) y es el principal sitio de sintesis de agentes antioxidantes
como el glutatién. No obstante, durante el proceso de eclosién del pollito e inicio de
la respiracion pulmonar, se demanda una gran cantidad de nutrientes que sirven
como combustible, y es muy comun que no tengan acceso al alimento sélido por al
menos 24-72 horas post-eclosién. Por lo cual se han implementado técnicas que
permitan la administracién de nutrientes exdgenos en el saco amniético, una de
ellas es la alimentacion in ovo, una herramienta util que permite evitar las pérdidas
de peso durante el desarrollo embrionario, mejorar la calidad del pollito al
nacimiento, incrementar el porcentaje de viabilidad, aumentar el peso de los pollitos
al nacer y después de nacer (Moghaddam et al., 2013).

Asimismo, el desarrollo embrionario de las aves, en comparacion de los mamiferos,
ocurre fuera del cuerpo de la madre (oviparidad) (Liu et al., 2015), reemplazando la
incubacion natural por la artificial (Molenaar et al., 2010) y es posible la modificacién
de las condiciones ambientales y la adicion de variables experimentales, tales como
la luz, que en estudios previos se ha observado tiene un gran efecto en la formacion
de 6rganos de los embriones de pollos (Yahav et al., 2004; Liu et al., 2015), pues
se sabe que el rol de la luz monocromatica o por sus siglas en inglés LED (light-
emitting diode: diodo emisor de luz) en las actividades biolégicas est4 asociado con
la aceleracion del desarrollo embrionario (Rozemboim et al., 2013) y el nacimiento
acelerado de las aves (Archer y Mench, 2014). Por ello, la exposicién de los
embriones a luz monocromatica, especificamente luz verde, estimula la
fotorrecepcion retinal que en conjunto con la activacién del sistema endocrino existe
una estimulacion a nivel muscular que provoca una mayor cantidad de masa
muscular y por ende, un acelerado crecimiento del pollito (Rozemboim et al., 2013).
Este proceso tiene mayor eficacia durante los dias criticos de incubacién (dias 3, 7,
14 y 19) (Oskan et al., 2012; Moraes et al., 2003) ya que provoca cambios
perinatales epigenéticos en las funciones del cuerpo (impronta de las funciones del
cuerpo) (Nassar et al., 2015).
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Dicho esto, es posible mejorar el desarrollo de los embriones que al final seran
pollitos en excelentes condiciones. Estos parametros pueden ser medidos y estan
referidos a los aspectos fisicos, inmunoldgicos, fisioldégicos y locomotores positivos
desarrollados durante el crecimiento del embrién hasta el nacimiento del pollito. Al
nacer los pollitos se realiza una evaluacién de la calidad del pollito por medio de una
serie de parametros subjetivos, a los cuales se les designa un valor que sumen el
100% (Quintana, 2016) y de esta manera poder clasificar a las aves de primera,
segunda o tercera calidad, que se traduce en un menor indice de mortalidad y mayor
productividad tanto en ganancia de peso como en crecimiento asi como la expresion

correcta de la genética de los animales (Tona et al., 2003).

Por todo lo anterior, el presente estudio busca la experimentaciéon de la
suplementacion de dl-alfa tocoferil en combinacién con la luz verde monocromatica
para conocer el efecto que tienen sobre el desarrollo embrionario del pollito y la

calidad del mismo al nacimiento.
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Il. MARCO REFERENCIA

1. INDUSTRIA AVICOLA MUNDIAL

La avicultura es una de las actividades econémicas mas importantes a nivel mundial
(Fontana et al., 2015) y de rapido crecimiento que tiene como finalidad la produccion
de huevo fértil, huevo para plato y carne (Chica y Davila, 2003). Asimismo, tiene un
inmenso interés en la nutricion animal, la investigacion y el desarrollo enfocado en
el mejoramiento sanitario, resistencia a enfermedades y productividad, generando

impactos positivos a nivel econémico, ambiental y social (Gangadoo et al., 2016).

A nivel mundial, los principales paises productores de huevo para plato y carne son
China, Estados Unidos, India, Japon, Rusia, México, Brasil, Uniéon Europea e India
(Figura 1y Figura 2) (UNA, 2016).
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Figura 1. A nivel mundial, los principales productores de huevo para plato son China, con
una cantidad de 976.2 millones, Estados Unidos con 249 millones e India con 207.4 millones

de cajas. México se encuentra en el sexto lugar con una producciéon de 116.9 millones.
Fuente: UNA (2016).
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Figura 2. A nivel mundial, los principales productores de toneladas de pollo son
Estados Unidos, con una cantidad de 17,971 miles de toneladas, China con 13,400
miles de toneladas y Brasil con 13,146 miles de toneladas. México se encuentra en el
séptimo lugar con una produccion de 3,175 miles de toneladas. Fuente: UNA (2016).

La produccién de huevo en América (incluyendo huevo fértil) ha aumentado 2.2%
por ano desde el ano 2000, manteniendo 20% del total mundial, presenta una
disminucién en el periodo de 2009 y 2012 por los brotes de influenza aviar de la
cepa H7N3 provocando la pérdida de millones de aves (incluyendo reproductoras y
aves de produccién de huevo para plato). Sin embargo, la produccion se recuperé
a partir del ano 2013 y para el afio 2016 la produccién se elevd y alcanzé 71.5
millones de toneladas, que a nivel mundial representa alrededor del 5% de toda a
produccion de huevo (USDA, 2015; FAO, 2016b). De acuerdo con la FAO (2016b),
se pronostica para el 2030 un crecimiento promedio anual de 1.5%, siendo un total

de 86.8 millones de toneladas de huevo por produccion global.

México participa con el 63.6% de la produccion avicola, 34.7% aportada por el pollo
de engorda, 28.8% por la produccion de huevo y 0.1% por la de pavo (Figura 3)
(UNA, 2016).
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Figura 3. Se describe la produccion pecuaria en México, siendo el principal el
sector de avicultura con una produccion de 63.6%, siendo la produccion de
pollo el area que mas contribuye (34.7%), huevo (28.8%) y pavo (0.1). Fuente:
UNA (2016).

2. INDUSTRIA AVICOLA

Una granja avicola es un establecimiento agropecuario para la cria de aves de
corral, que tiene como propésito la obtencién de huevo y carne (Graeub et al., 2016).
Las aves de corral son criadas en grandes cantidades, siendo la cria de pollos y
gallinas la de mayor volumen. A nivel mundial y nacional, existen granjas dedicadas
a obtener huevo fértil (granjas de reproductoras) y huevo para plato (granjas de
ponedoras) asi como para obtener carne (granjas de engorda) (Revidatti et al.,
2003).

2.1 Granjas de reproductoras
Las granjas de reproductoras, tienen como finalidad la obtencidén de huevos fértiles
por medio del apareamiento entre gallos y gallinas. Estas granjas crian gallinas de

lineas avicolas con excelentes estandares genéticos (Blasco y Toro, 2014), de tal
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manera que se puedan obtener, embriones de calidad para investigacion o pollitos
de calidad para su cria y/o venta (Gilani et al., 2012; Bennett et al., 2014).

Estas granjas utilizan dos tipos de gallinas ponedoras, las de lineas genéticas
ligeras y las de lineas genéticas pesadas. En ambas, las parvadas de aves deben
cumplir con caracteristicas tales como fertilidad, adaptacion al proceso de
reproduccién (capacidad de producir un huevo cada 24 horas) (Clark y Harding,
2006), que los huevos obtenidos sean de calidad y cumplan con un peso entre 50-
60 g para su incubabilidad y finalmente, calidad de pollito al nacimiento
(Wondmeneh et al., 2016).

Una serie de organizaciones gubernamentales, no gubernamentales y de
capacitacién, han desarrollado programas de cria de aves de corral para producir
pollos locales en los paises en desarrollo (Heidari et al., 2011). Las franquicias
avicolas comerciales de mayor escala en los paises en desarrollo suelen importar
huevos fértiles de parvadas comerciales de ponedoras o pollos de engorde. Estos
huevos se colocan en grandes incubadoras y los pollitos son vendidos a los pueblos

o se utilizan para producir carne o huevo (FAO, 2009a).

2.2 Granjas de ponedoras

En estas granjas, se encuentran las hijas de las reproductoras de lineas ligeras; la
finalidad de estas aves es producir huevo entero o huevo para plato (SAGARPA,
2009). Generalmente, el ciclo de produccion de huevo inicia alrededor de las 16-18
sem en aves ligeras y a las 18-20 sem en aves semi-pesadas. Estas aves pueden

ser criadas ya sea en jaula o en piso (Chica y Davila, 2003).

La parvada nacional esta formada por 152 millones de gallinas ponedoras, siendo
las lineas genéticas que mayormente se utilizan, la Bovans White (37%), la Hy Line
(34%), Dekalb Brown (10%), Lohmann (8%), Hy sex (7%) y Shaver (4%) . El 96%

de la produccién es huevo blanco mientras que el 4% es de huevo rojo (UNA, 2016).

2.3 Granjas de pollo de engorda
En estas granjas, se encuentran los hijos de las reproductoras de lineas pesadas;
la finalidad de estas aves es producir carne. Su ciclo de produccion dura alrededor
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de 6 sem. Durante los ultimos afos el mejoramiento genético del pollo de engorda,
ha logrado producir un ave muy eficiente como transformadora de alimento en
carne, teniendo mayor desarrollo muscular en las partes de alto valor comercial
como la pechuga, pierna y muslo, asi como un incremento en el peso de los mismos
(Chica y Davila, 2003). Las principales lineas genéticas utilizadas para este sector
son la Cobb y la Ross (SAGARPA, 2009).

3. SISTEMAS DE PRODUCCION AViCOLA
La avicultura en Meéxico, se divide principalmente en dos grandes facetas:
produccion tecnificada y no tecnificada (Roldan et al., 2006).

3.1 Tecnificada

La avicultura altamente tecnificada o industrial, se refiere a un elevado numero de
aportes, que resultan en un elevado rendimiento (carne o huevo) por animal, y es
comunmente asociada con un gran numero de animales concentrados en un area
de tamano reducido (Van Boeckel et al., 2012). En este sector, es posible mejorar
las lineas genéticas, alimentacion y labor de mecanizacién (Otte et al., 2007), asi
como prevenir enfermedades por medio de la bioseguridad (Ssematimba et al.,
2013).

En México, existen diferentes tipos de granjas tecnificadas, como las de crianza en
piso, en jaula, con crianza artificial y de pollos de carne (Quintana, 2006).

Crianza en piso

Este tipo de crianza consiste en instalar a las aves sobre el piso, el cual se encuentra
recubierto de yacija o cama (Quintana, 2006). Es econdmico ya que ahora mano de
obra, sin embargo tiene mayor indice de mortalidad debido al amontonamiento
(Valdivié y Dieppa, 2002) y por enfermedades transmisibles por heces, como
parasitos (Coronel, 2014).

Crianza en jaula
Este método consiste en instalar a las aves en forma colectiva, en jaulas que pueden

ser colocadas ya sea en un solo plano, de manera escalonada o en bateria. Las
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ventajas de este sistema son el aprovechamiento de espacio, no existe contagio de
enfermedades, no necesitan cama, no hay competencia por alimento y es de facil
manejo para la profilaxis de las aves (Quintana, 2006; Coronel, 2014).

Crianza artificial

En este sistema, se requiere de maquinas criadoras que protejan a los pollitos del
frio. Estas maquinas utilizan combustibles como gas, petrdleo, rayos infrarrojos o
luz. Asimismo, para poder mantener el calor en las aves, es necesario el uso de
redondeles o rodetes los cuales pueden ser de cartén, lamina galvanizada, plastico,
entre otros. Las desventajas de este sistema, son el incremento de costos por uso
de combustibles y materiales para la conservacion del calor, sin mencionar que la
crianza es similar a la de piso y el contagio de enfermedades incrementa (Quintana,
2006; Cui et al., 2009).

Crianza de pollos de carne

La crianza de estas aves puede llevarse a cabo de las tres maneras anteriormente
mencionadas (piso, jaula o su combinacidn). Para este sistema, se separan las aves
por sexo, debido a la ganancia de peso y la racion de alimento (Berti y Chacén,
1982; Quintana, 2006)

3.2 No tecnificada

La avicultura no tecnificada o tradicional, es muy popular en México y se caracteriza
por ser una actividad complementaria a otras actividades agropecuarias que cuenta
con inversiones reducidas en infraestructura basica, aves de crecimiento lento,
algunas de ellas con bajos rendimientos de carne o huevo, con alojamientos
pequenos, ventilacion natural y sin mecanizacion, asi como crianza simultdnea de
varios lotes de aves de diferentes edades, equipos de alimentacion manuales y poco
0 escaso control de los parametros productivos, poca higiene y control sanitario
(Roldéan et al., 2006).

4. ALTERNATIVAS DE LA INDUSTRIA AVICOLA
La importancia de produccién de embriones de pollo de alta calidad, no se sélo se
relaciona con el aspecto alimentario a nivel mundial y nacional, sino que también
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concierne al aspecto de investigacion bioldgica, ya sea como modelo experimental
para el desarrollo de nuevas tecnologias, como la genémica y para la preservacion
de especies en cautiverio (Kalinka y Tomancak, 2012).

4.1 Embriones de calidad para investigacion

Los embriones de gallina como modelo de investigacion, tienen un valor agregado,
debido al reciente descubrimiento del centro de secuenciacion intramural (NIH) en
el pollo, esclareciendo dudas sobre la evolucion de los organismos, mamiferos y
peces, convirtiéendose en una fuente Unica de informacion (Hiller et al., 2004). Por
ello, los embriones de pollos son un modelo facilmente accesible para la
manipulacién quirdrgica (Goodall et al., 2009), de experimentacién en cuanto a
temas de medicina e investigacion farmacéutica, en humanos (Martinez-Madrid et
al., 2009) y en animales (Lee et al., 2004).

Son un modelo animal bien conocido, desde los tiempos de Aristételes hasta la era
molecular (Haller et al., 2015). El gran interés en los embriones de pollito como
modelo biolégico y farmacéutico, se relaciona con su facil uso y bajo costo,
comparado con modelos mamiferos, y a la autorizacion en materia de bienestar

animal, para la experimentacion con este modelo (Vargas et al., 2007).

La produccién de embriones de pollos de calidad como material biolégico, es por
tanto, de gran interés por tres situaciones importantes: 1) el uso de modelos de
mamiferos no es bien visto por los aspectos éticos y por la gran labor que se
requiere al momento de hacer vivisecciones (Giannaccini et al., 2014); 2) por la facil
manipulacién del embrién in ovo sin afectar la viabilidad de los organismos
(Palmquist-Gomes et al., 2016) y; 3) por la gran cantidad de investigaciones en el
campo bioldgico que precisan de caracteristicas especiales ya sea por la edad del
embrién o por el desarrollo de ciertos érganos.

Algunos ejemplos sobre el uso de estos embriones para investigacion, se tiene el
de Chiba et al. (2002) quienes utilizaron los embriones para conocer el desarrollo
de los ritmos respiratorios durante toda la etapa de incubaciéon con ayuda de un
micréfono adherido al cascardn y poder asi, establecer un paradmetro concreto. Lee
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et al. (2004) hicieron un estudio con el cual querian comprobar la capacidad del tallo
cerebral embridnico en los humanos al inyectarles células de la cavidad amniética
para evitar las anormalidades neurolégicas, por lo cual, utilizaron embriones de pollo
de 18 y 19 d de desarrollo fetal para comprobar la teoria y llevarlo a la practica en
humanos. Asimismo, Bento et al. (2011), investigaron los genes criticos presentes
durante el desarrollo del sistema circulatorio y sus mecanismos de accién en los
humanos; para ello utilizaron embriones desde los 3 d de desarrollo embrionario,
los cuales tienen semejanzas con los embriones humanos, y continuaron
investigando hasta las los dias 19 y 20 para la adecuada descripcion fisiolégica del
corazon del pollo. En estudios mas recientes, Ribatti (2016), ha utilizado células de
la membrana corioalantoidea (CAM) para probar muestras farmacolégicas en un
corto tiempo sobre la angiogénesis y tumores en crecimiento; asimismo, poder
realizar trasplantes de diferentes tipos de tejidos de diversas especies. De igual
manera, Mendizabal et al. (2016), generaron metastasis de carcinoma mamario en
embriones de pollos, con la finalidad de conocer hasta dénde abarca la extension
de las células cancerigenas en los 6rganos y, contrarrestar el crecimiento de estas
células utilizando agentes vitaminicos en combinacién con agentes neoplasicos

para observar la potencialidad de la interaccion de los mismos.

4.2 Granjas farmacéuticas

El descubrimiento y desarrollo de nuevas biotecnologias animales (Lassen et al.,
2006) forman parte de un continuo liderazgo que permita la industrializacion
tecnolégica de productos biotecnolégicos agricolas y médicos, como la
secuenciacion de genomas e identificacion de genes (Bulfield, 2000), los cuales han
permitido mejoras significativas en el incremento de la seguridad alimentaria, salud
humana y animal, y la proteccién ambiental (Kochhar y Evans, 2007). El desarrollo
de estas biotecnologias de alto rendimiento para el descubrimiento, sintesis y
proyeccién de drogas, asi como los avances en gendmicas y protedmicas, han
resultado en una gran cantidad de nuevos estudios experimentales, para los cuales

se debe considerar su biocompatibilidad y biodegradacion en organismos biol6gicos
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(Vargas et al., 2007), las cuales han requerido de la creaciébn de granjas
farmacéuticas (Kues y Niemann, 2004).

Los animales contribuyen notablemente para el desarrollo (Faber et al., 2003) y
entendimiento de estas areas. Por ejemplo, como un establecimiento de la anatomia
y fisiologia del pancreas, Wild (2001); Cowap (1985), utilizaron embriones de pollos
para realizar laparotomias que le permitieran conocer la fisiologia de las glandulas
endocrinas asi como su pluritencialidad de diferenciacion en el mismo. Mas
adelante, Cynober et al. (1985), compararon la accion de la insulina y las
Inmunoglobulinas-1/Sm-C (IGF-I/Sm-C) sobre la elevacion de la 2-deoxiglucosa
(2DOG) y la a-aminoisobutirato (AIB) en los tejidos celulares de embriones de
pollos, para examinar si era posible que la insulina actuara a través de la unién de
los receptores de la IGF-1/Sm-C. Agca, (2012), realiz6 una revision sobre la
importancia de la generacién de bancos genémicos asi como la criopreservacion de
gametos, debido al uso progresivo que se le ha dado en el area de biomedicina,
salud animal e investigacion, ya que proveen informacion genética para futuros
proyectos de investigacion, ademas de que son relativamente mas econdémicos y
sustentables, en cuanto a la conservacion de especies se refiere. Otro ejemplo de
importancia, es la crianza de animales transgénicos, ya que estos ofrecen un nueva
herramienta para la elaboracién de productos comestibles de mejor calidad, en
cuanto a nutrientes y sabor se refiere (Miller, 2007; Rexroad et al., 2007) al utilizar
la secuencia de ADN, meganucleasas, transposones, células somaticas nucleares,
entre otros, para también generar resistencia a enfermedades y por ende, reducir el
impacto ambiental (Kues y Niemann, 2011). Ademas de mencionar que la crianza
de estos animales en granjas farmacéuticas permite el desarrollo y generacion de
virus vivos (Monath, 2013), obtencion de tejidos, cultivos celulares, observacion de
mecanismos regulatorios, reproductivos y bioldégicos que toman lugar durante la
embriogénesis (Palmquist-Gomes et al., 2016).

4.3 Conservacion de embriones
La conservacién de la biodiversidad y la biotecnologia han sido polos opuestos y
con muy poca interaccion. Sin embargo, en los ultimos 20 afos, este paradigma ha
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cambiado en respuesta a las nuevas técnicas biotecnoldgicas en desarrollo, las
cuales destacan por detener la pérdida de habitats, la sobreexplotacion de los
recursos, la aminoracién del cambio climatico y la eliminacion de especies invasivas
(Corlett, 2016).

Para ello, se han revelado nuevos conocimientos en el area de genémica y se han
implementado mas herramientas para las areas moleculares con la promesa de la
manipulacién genética en las especies silvestres y de importancia econémica. Es
por ello que las tecnologias reproductivas son consideradas herramientas de gran
utilidad para la conservacién de especies amenazadas, debido al impacto que ha
generado la caza, la destruccién de habitats y enfermedades (Vilela et al., 2016).
Existen dos estrategias propuestas para la conservacion de especies: 1)
Conservacion in situ que consiste en la crianza de animales, mayormente enfocada
a produccién y; 2) Conservacion ex situ, que busca la seguridad de animales vivos
de zooldgicos, parques de vida silvestre, granjas experimentales, entre otros.
Precisamente esta ultima, utiliza como herramienta la conservacién in vitro para
preservar material genético de forma haploide (semen y ovocitos) y secuencias de
ADN (bancos gendmicos) y diploide (embriones) (Berti y Chacén, 1982)

4.3.1 Bancos gendmicos

Los bancos gendmicos, son una coleccién organizada de almacenamiento y uso de
biomateriales, que incluyen germoplasmas (espermatozoides y 6vulos) y tiene como
finalidad preservar la diversidad genética de muchas especies (Harnal et al., 2002).

Asimismo, los bancos genéticos pueden servir como una fuente primaria de material
para investigacion, por las muestras de ADN (McCormack et al., 2012) que se tienen
almacenadas y también utilizarse en casos de emergencia, en aquellas que ya estén
en riesgo de extincion (Mara et al., 2013)

4.3.2 Criopreservacion de embriones
Existen estudios que mencionan la criopreservacién de embriones de especies
como rumiantes, equinos y porcinos (tiempo menor a 5 afos), que han sido

reconstruidos y utilizados para la conservacion de lineas genéticas o del genoma
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entero, en comparacién con el genoma mitocondrial del espermatozoide en el que
se pierde una cierta proporcién (Mara et al., 2013). Ademas, los embriones brindan
caracteristicas particularmente Unicas dificiles de establecer solo con el uso del
semen (Rall, 1992). Sin embargo, una de las grandes desventajas de la
criopreservacién de estos embriones es su precio elevado, debido a que su
obtencidn requiere de mas recursos (Kalinka y Tomancak, 2012). Por ello, se desea
la obtencién de embriones de pollo de excelente calidad con un contenido genético
valioso, que representaria menores costos al momento de la criopreservacién en

comparacion con los de las especies sefialadas (Giannaccini et al., 2014).
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lll. MARCO TEORICO

1. APARATO REPRODUCTOR DE LA GALLINA

El aparato reproductor de la gallina mide entre 60-70 cm de largo y estd compuesto
del ovario (contiene foliculos), infundibulo, magnum, istmo, Utero y vagina
(Quintana, 2006) (Figura 4).

Aparato reproductor de la gallina

Figura 4. Segmentos que conforman el tracto reproductor de la
gallina. Fuente: INA (2009).

Diez dias antes de la ovulacion, se produce la fase de crecimiento rapido de la yema
dentro del foliculo ovarico denominada vitelogénesis (Torre-Marina, 2012). Cuando
el foliculo alcanza la madurez, la interaccion de las hormonas hipofisiarias y las
hormonas del propio foliculo provocan la liberacién de la yema, y esta es captada
por el oviducto, dando inicio al proceso de formacion del huevo (Johnson, 2015).
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Infundibulo

Entrada del oviducto, tiene forma de embudo y captura al 6vulo, aqui se forman las
capas mas externas de la membrana vitelina en un tiempo aproximado de 15 a 30

minutos. En este lugar, es donde se puede fecundar el huevo (Torre-Marina, 2012).
Magnum

Esta es la region secretora del albumen y esta constituido por 40 proteinas, entre
las cuales se incluyen la avidina, ovomucina, ovoalbumina y lisozima. En esta region
también se adicionan agua, carbohidratos y algunos minerales, particularmente
sodio, magnesio y calcio. El huevo permanece aqui durante 3 h y 30 minutos (INA,
2009).En la yema, se sintetizan lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL), que
constituyen la mayoria de la materia seca y estan suspendidas dentro de un sistema
acuoso de la yema. Asimismo, existen esferas y granulos en la yema llamados

fosvitinas y lipovitelinas (Jung et al., 2012).
Istmo

El huevo permanece una hora y 15 minutos; se secretan grandes cantidades de
gluconato calcico, sustancia filamentosa que constituye la membrana testacea,
compuesta de dos farfaras que cubren la clara y que en el polo mayor del huevo se
separan del cascardn, para formar la camara de aire (Jung et al., 2012).

Utero

Es un conducto glandular donde se realiza la secrecién de albumina, impregnada
de particulas calizas que envuelven al huevo y constituyen al cascarén. En este
segmento del oviducto se regula el contenido salino y acuoso del huevo y se
pigmenta el cascarén (Mortola, 2009) este proceso dura alrededor de 18-22 horas
(Torre-Marina, 2012).

Vagina

Una vez formado el huevo se producira la ovoposicién del huevo a través de la

vagina, que va hasta la cloaca. Antes de ser expulsado, el huevo es recubierto por
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una delgada capa de glucoproteinas llamada cuticula que sella los poros y logra
reducir la pérdida de humedad y la contaminacion bacteriana. El tiempo total de la
formacion del huevo es de 25 a 27 horas (Bellairs y Osmond, 2014c).

2. FORMACION DEL HUEVO

El huevo es el producto de la ovulacion de la gallina (Gallus domesticus), es de
figura ovoide y es obtenido por medio de la ovoposicién, y esta constituido por
cascarén, membranas albugineas, camara de aire, chalazas y vitelo (Torre-Marina,
2012).

Una vez alcanzada la madurez sexual de la gallina (entre las 18 y 20 sem de edad)
comienza la produccién de huevo o postura. La gallina forma un huevo entre 24-28
h, durante las cuales todos los componentes necesarios son sintetizados en
particular proteinas y lipidos especificos para la formacién de las membranas
biolégicas (Torre-Marina, 2012).

El ciclo productivo de las gallinas, alcanza su pico alrededor de las 25-27 semanas
de edad y tiene una duracion de 52 semanas. En el caso de las aves pelechadas,
el ciclo productivo tiene su pico a las 7-8 semanas y tiene una duracion de 38
semanas (Quintana, 2006).

3. ESTRUCTURAS Y COMPOSICION DEL HUEVO

El peso medio de un huevo es de 60g. La estructura del huevo esté disefiada para
mantener al embrion y contiene nutrientes que permitan la viabilidad del pollito. Por
esta razén, el huevo se encuentra protegido de la contaminacién exterior por la
barrera fisica que le proporcionan el cascarén y las membranas y la barrera quimica
que le proporcionan los componentes antibacterianos presentes en su contenido. El
cascaron, la clara y el albumen, estan separadas entre si por medio de membranas

gue mantienen su integridad (INA, 2009) (Figura 5).
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Corte transversal del huevo y sus partes

Albumen denso externo

Cascara ———>

Chalazas y S 5 V. «————— Albumenfluido externo

=

i

Yema

Albumen fluidointerno

Disco
Germinal

L—— MembranaVitelina

Membranas testaceas

Camara deaire
Figura 5. Estructuras del huevo. Fuente: INA (2009)

Cascaron 6 cascara

Es la cubierta exterior del huevo, la cual mantiene la integridad fisica y actia como
barrera bacteriol6gica. Esta constituida por una matriz célcica compuesta de
diversos minerales: calcio, el elemento mas abundante, sodio, magnesio, zinc,
manganeso, hierro, cobre, aluminio y boro, pero en menores concentraciones (Nys
y Guyot, 2011).

El cascaron es poroso lo que permite el intercambio gaseoso entre el interior y el
exterior (Chiba et al., 2002). El color del cascarén varia de acuerdo con la linea
genética y depende la concentracidon de porfirinas (pigmentos) y de la alimentacion
de la gallina. El cascardn esté recubierto por una cuticula organica compuesta de
proteinas, lipidos y carbohidratos, los cuales forman la barrera fisica de defensa
contra microorganismos, evita la pérdida de agua y da un aspecto brillante al huevo
(Akil y Zakaria, 2015).
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Las membranas que recubren el interior del cascaron son la membrana testacea
interna y externa. La primera, tiene una fina estructura de fibras de queratina
entrelazadas y la presencia de lisozima y la segunda, es mucho mas porosa y sirve
como asentamiento para la formacién del cascaron. Ambas rodean el albumen y
proporcionan proteccion contra la penetracidén bacteriana. Cuando el huevo baja su
temperatura a menos de 38°C, las membranas se separan y constituyen la camara
de aire (Wang et al., 2015).

Albumen

La clara es otro compuesto del huevo que se distingue en dos partes: albumina
densa y fluida. La primera rodea a la yema y es la principal fuente de riboflavina y
de proteina del huevo. La clara esta compuesta basicamente por agua (88%) y
proteinas (11%). La proteina mas importante es la ovoalbumina (54% total proteico)
(Quintana, 2006).

Vitelo

La yema esta rodeada de la membrana vitelina, que da la forma a la yema y permite
gue esta se mantenga separada de la clara o albumen. Las chalazas sujetan la
yema para que quede centrada y son unos filamentos enrollados, que van desde la

yema hasta los dos polos opuestos del huevo (Zambrowicz et al., 2014).

En el interior del vitelo, se encuentra el disco germinal o blastodisco, que es el lugar

donde se inicia la divisiéon celular (INA, 2009).

4. FERTILIZACION

La fertilidad de una gallina se define como la capacidad de producir huevos fértiles.
Dependiendo de la disponibilidad de la hembra y el macho, se pueden aparear de
10 a 30 veces al dia (Quintana, 2016). La cOpula de estas aves consiste en la
deposicion de espermatozoides en la cloaca, los cuales se desplazan hacia el
infundibulo en un tiempo de 30 minutos (Figura 6). Los espermatozoides destruyen
el epitelio folicular, la membrana del évulo y la zona pellucida para posteriormente

penetrar el espacio entre la zona pelucida y la membrana vitelina. Provocando la
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fecundacion o fertilizacién del ovocito (Bellairs y Osmond, 2014b; Quintana, 2016)
(Figura 7).

Figuras 6. Se observa la deposicion de semen en la cloaca de la gallina. Los espermatozoides
tienen un tiempo de 30 minutos para llegar al ovocito, situado en el infundibulo. Tomada de:
Reproduccion animal (2015) htips://es.slideshare.net/Carmen_Carvajal/la-reproduccin-
animal-45898734.

Coronaradiada

Espacio perivitelino Zona peldcida

Capa vitelina

1° corpusculo
polar

Nucleo del
oocito

Membranaplasmatica

Granulocortical

Figura 7. El espermatozoide destruye el epitelio folicular, la membrana del 6vulo y la zona
pelucida para posteriormente penetrar el espacio entre la zona pelicida y la membrana
vitelina. Finalmente, se produce la fertilizacion del ovocito. Modificado de: Biologia humana
(2015) hitp://biologiahumanaencbt3toluca.blogspot.mx/2015/03/la-fecundacion-humana.html.
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La interaccion del espermatozoide con el ovocito esté liderado por los receptores de
la superficie celular de los gametos, que permiten la interaccién especifica de célula-
célula; estos receptores estan conformados por agentes quimiotacticos y agentes
iniciadores de acrosomas que interactian con receptores complementarios de la
membrana plasmatica del vitelo. El resultado de la fertilizacidn es la activacion del
huevo (Metz, 1978).

Una vez que se ha llevado a cabo la ovoposicién, el huevo depositado tiene una
temperatura de 37.7-38°C, con la que puede iniciar la division celular. Sin embargo,
la temperatura del ambiente es menor a la indicada, por lo que este proceso se
mantiene en diapausa, generando cambios bioquimicos, fisicos y mecanicos

producidos en los constituyentes del huevo (Ramirez et al., 2009).

Sin embargo, una vez que el embrién tiene las condiciones ambientales de
temperatura (36.6-37.7°C), humedad (50-60%) y ventilacién adecuados, puede
continuar con la divisién celular y posteriormente con la formacién del embrién
(Bellairs y Osmond, 2014b).

5. ETAPAS DEL DESARROLLO EMBRIONARIO

El desarrollo embrionario es el proceso por el cual el contenido de un huevo fértil se
convierte en un embrion, el cual ird creciendo hasta formar un pollito. Dicho
contenido del huevo proporcionara la base del cuerpo del pollito y proveera energia
para su crecimiento. El desarrollo del pollito consta de tres fases que son: 1)
diferenciacion celular; 2) crecimiento y; 3) maduracién (Cortazar, 2008).

5.1 Diferenciacion celular

Una vez colocado bajo las condiciones ambientales de incubacién, se observa el
proceso de diferenciacién celular y la formacion de érganos (cabeza, corazon,
sistema nervioso, 6rganos sensoriales, extremidades anteriores y posteriores,
estructuracion de vértebras y asimismo, las formaciones de tejidos
extraembrionarios (amnios y membrana corioalantoidea) necesarias para el

transporte de oxigeno y nutrientes de la yema al embrién (Moran, 2007).
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5.2 Crecimiento

Esta fase se extiende aproximadamente desde el dia 8 al 17. En esta etapa se
incrementa la masa embrionaria y continta el desarrollo de los 6rganos corporales
(huesos, cartilagos, musculos, foliculos del plumén, etcétera). Al final de la segunda
semana, ha de poseer un tercio de su peso final (Minoprio, 2008). Para este punto
de crecimiento, el ojo se encuentra completamente desarrollado y asimismo, en los
dias 13 y 14 se establecen los ejes hipotdlamo-hipdfisis-adrenales, considerandose
estos, dias criticos del desarrollo embrionario (Moraes et al., 2013).

5.3 Maduracion

Durante los dos ultimos dias de desarrollo se finaliza la maduracion de los érganos
y hay gran pérdida de agua por parte de los tejidos. Para el dia 20, se produce la
reabsorcion del saco vitelino al interior de su cuerpo y se cierra el ombligo. Los
lipidos residuales de la yema son esenciales para proveer energia al momento del

nacimiento y durante las primeras 24 horas de vida del pollito (Scott, 2006).

5.4 Eclosion

El desarrollo embrionario finaliza alrededor de los dias 20 y 21 de incubacion, y los
huevos son transferidos de la incubadora a la nacedora alrededor de los dias 19 o
20. Este proceso es necesario para que el pollito, al nacer, tenga mas libertad de
movimiento y pueda salir del cascardn en una bandeja (SENASICA, 2014).

5.4.1 Desarrollo del embrion de pollo dia a dia

Antes de la postura del huevo inicia la divisién celular (mitosis y meiosis) (Metz,
1987). Después de la ovoposicion, se suspende la diferenciacion celular hasta que
inicia la incubacién (Bellairs y Osmond, 2014a).

En el Cuadro 1 se describe el desarrollo embrionario dia por dia (Quintana, 2016):
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Cuadro 1. Descripcion del desarrollo embrionario del pollito

Descripcion

Imagen

0-24
horas

Se lleva a cabo la deposicion de
semen en la cloaca de la gallina.
Los espermatozoides tienen un
tiempo de 30 minutos para llegar al
ovocito, situado en el infundibulo.

Durante las primeras 20 horas de
incubacion inicia la diferenciacion
celular que da origen a la formacion
del tracto digestivo, cresta cerebral
y columna vertebral. Pasado este
periodo, inicia la formacién del
cerebro y el sistema nervioso,
formacion de la cabeza, sistema
circulatorio y ojos. El proceso
completo tiene una duracion
aproximada de 24 horas.

A partir de las 35 horas hasta las 46
horas inicia la formacion del oido,
se comienza a ver el amnios, el
corazbn empieza a latir, lo que da
origen y se forma la garganta.
Asimismo, los pliegues amnioticos
craneales y caudales recubren, la
cabeza hasta el corazén y la cola,
respectivamente. La cabeza se
acomoda en direccion izquierda.
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Inicia el desarrollo del alantoides y
el embrién se encuentra
completamente recubierto por el
amnios, incluida la yema. Inicia la
formacién del pico, piernas, alas y
cola. El embrién esta alineado de
lado izquierdo.

El embrién toma la postura en
forma de “C”. Inicia la formacién de
la lengua y se separa
completamente del saco vitelino. El
saco alantoideo se encuentra
completamente vascularizado, hay
crecimiento de miembros, inicia la
fusién de las membranas corion y
alantoides y se pigmenta el ojo.

Inicia la formacion del proventriculo
y molleja, asi como de los 6rganos
reproductores y hay diferenciaciéon
sexual. Las articulaciones
comienzan a ser visibles. Las
camaras del corazébn se han
formado completamente.
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Las piernas y las alas se dividen y
se observan los digitos del ala 'y las
patas. Empiezan a  haber
movimientos voluntarios del
embrion.

El abdomen se vuelve prominente
(desarrollo visceral). Se observan
los primeros plumones a lo largo de
la region lumbosacra.

Continva la formacioén del plumén y
el cuello se observa claramente
alargado. Es posible determinar el
sexo por aspecto gonadal
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Aparece la abertura del pico y los
parpados adquieren forma de
circunferencia elipsoidal.

10

Inicia endurecimiento del pico, se
aprecian los poros de la piel, hay
presencia de unas.

11

Es visible la cresta aserrada vy el
plumén de la cola; el movimiento
del embrién es independiente del
amnios. La membrana
corioalantoidea esta fusionada con
el cascarén.

12

Los dedos estan completamente
formados, la albumina se consume.
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13

Aparecen las escamas y las unas.
Embrién esta ligeramente cubierto
de plumoén, los parpados se han
cerrado.

14

El embrién se orienta a lo largo del
eje longitudinal del cascarén. El
embrion se ha cubierto de plumoén y
se observan movimientos del pico.

15

Los intestinos entran a la cavidad
abdominal. El embriobn aumenta
rapidamente de tamano.
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16

Las escamas, unas y pico se
vuelven firmes. La albumina casi ha
desaparecido. El saco vitelino
queda ventralmente en frente del
embrion.

17

El flujo amniético disminuye. El
embribn se prepara para el
nacimiento. El pico se orienta entre
los muslos. Comienzan a haber
contracciones del saco vitelino. La
albumina esta completamente
utilizada.

18

El crecimiento del embrion es casi
completo. El pico se orienta bajo el
ala derecha. El saco vitelino se
incorpora en cavidad abdominal.
Los huevos son transferidos a la
nacedora y se puede realizar la
vacunacion in ovo.
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19

El saco vitelino se introduce en
cavidad abdominal. ElI embridn
ocupa practicamente todo el
espacio del huevo, excepto la
camara de aire. Se acomoda para
picar. El pico perfora la camara de
aire (internamente) e inicia la
respiracion  pulmonar.  Liquido
alantoideo es completamente
reabsorbido.

20

Inicia la cicatrizacién del ombligo.
Se rompe el amnios y la membrana
interna. Inicia la  respiracion
pulmonar. ElI pollito pica el
cascaron.

21

Eclosiona el pollito con ayuda del
“diente de cascaron” corta una linea
circular alrededor del cascarén en
direccibn  contraria de las
manecillas del reloj usando el ala
derecha como guia. Después del
primer picaje pueden pasar de 10-
20 horas para que el pollito
eclosione.
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5. NUTRICION DEL EMBRION

El desarrollo embrionario implica un gran consumo de energia y nutrientes
contenidas en la yema que a su vez seran pilares durante el picaje y el nacimiento
del pollito. Después de la eclosidén, es muy comun que los pollitos estén sujetos a
restricciones de alimento por al menos 24-72 horas, siendo el saco vitelino el Unico

que provee energia (Chen et al., 2010).

De manera artificial existe la alimentacion in ovo, la cual consiste en la
administracion de nutrientes exdgenos en el saco amniético. La alimentacion in ovo
es una herramienta Util que permite evitar las pérdidas de peso durante el desarrollo
embrionario, mejorar la calidad del pollito al nacimiento, incrementar el porcentaje
de viabilidad, aumentar el peso de los pollitos al nacer y después de nacer
(Moghaddam et al., 2013).

La yema de huevo es la principal fuente de lipidos, que provee energia para el
temprano desarrollo embrionario. Durante esta etapa, la rapida oxidacion del
metabolismo puede generar la produccion de grandes cantidades de radicales libres

que pueden danar al embrién (Salary et al., 2014)

5.1 DI-alfa-tocoferil

La vitamina E es una vitamina lipofilica y uno de los principales antioxidantes no
enzimaticos membranales (Arrieta et al., 1999). Se compone de 2000-3000
fosfolipidos, ademas de tocoferoles y tocotrienoles. Consta de un anillo cromanol y
una larga cadena lateral (Febles et al., 2002). Existen ocho formas naturales en la
que encontramos la vitamina E: cuatro tocoferoles (o-, B-, Y-, y d-) y cuatro
tocotrienoles (a-, B-, Y-, y d-). Los tocoferoles estan constituidos por un anillo
aromatico y una cadena saturada, mientras que los tocotrienoles estan constituidos
por un anillo de isoprenoides no saturado con tres dobles enlaces. Asimismo, hay
ocho posibles esteroisomeros de a-tocoferol (RRR- a-tocoferol; su forma natural)

ligada a tres esterocentros en su estructura (Figura 8).
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Figura 8. Composicion del dl-alfa tocoferil: tocoferoles y tocotrienoles. Fuente: Nakamura y
Omaye (2009).

Dadas sus formas esterificadas, incluyendo los tocoferiles- o tocotirienil-acetato y
succinatos, son relativamente estables, estas formas se usan comunmente en
suplementos alimenticios. Los tocotrienoles son menos estables a altas
temperaturas comparados con los tocoferoles. Ademas, debido a su estrucutura
similar con la troglitazona, una de las tiazolidinas, que son formas utilizadas para
medicamentos para diabéticos, la vitamina E puede actuar como ligandos para
receptores activados por proliferadores de peroxisoma gamma (PPARY) (Nakamura
y Omaye, 2009).

En el pollo, el higado representa la glandula de mayor tamarno en el organismo,
importante en el metabolismo de proteinas, grasas y carbohidratos; almacena y
regula los niveles de dl-alfa tocoferil (Hossain et al., 1998) y; es el principal sitio de
sintesis de agentes antioxidantes como el glutation. La absorcion de este
antioxidante depende de la cantidad de lipidos disponibles y la secrecién de
estereasas. Los alcoholes libres son las formas predominantes de absorcion. Los
porcentajes de absorcién de una dosis administrada van desde el 33 al 68%.
(Nakamura y Omaye, 2009). Una vez absorbida, es transportada las lipoproteinas
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gue circulan a nivel sanguineo, siendo las lipoproteinas de baja densidad las que
se encargan de transportar a las moléculas de alfa-tocoferol.

El a-tocoferol, es uno de los principales antioxidantes presentes en las aves, capaz
de evitar la rapida peroxidaciéon del liposoma, con una velocidad de reaccion de
aproximadamente 1x10’mol L's 1. (Febles et al., 2002). Su distribuciéon se lleva a
cabo en el higado, tejidos adiposos y células no adiposas (células inmunoldgicas,
células muscularesy plaguetas), de esta manera protege las células y los tejidos del
dano lipoperoxidativo inducido por radicales libres y tiene multiples efectos en la
fortificacién del sistema inmune (Salary et al., 2014).

En los pollitos, durante el picaje, eclosion del pollito e inicio de la respiracién
pulmonar, se demanda una gran cantidad de nutrientes que sirven como
combustible, y es muy comun que no tengan acceso al alimento sélido por al menos
24-72 horas post-eclosién. Por lo que durante este periodo, las aves se alimentan
de los residuos del saco vitelino que aporta nutrientes para proveer energia. Sin
embargo, este alimento no parece ser suficiente para cumplir con los requerimientos
nutricionales para el mantenimiento y crecimiento, provocando la movilizacion de
nutrientes, principalmente de los musculos, para proveer energia causando
pérdidas de peso corporal en la parvada. Dicho esto, el ultimo tercio de desarrollo
embrionario y los primeros dias de vida del pollito son periodos criticos para la
supervivencia de las aves, debido a la gran cantidad de energia necesaria para el
catabolismo (Chen et al., 2010).

Cuando hay una deficiencia de dl-alfa tocoferil durante la presencia de radicales
libres, ocurre una disminucién de la union a-tocoferol al receptor proteico, el cual se
encarga de desfosforilar la proteina quinasa C e inhibir la proliferacién celular. La
falta de este antioxidante se asocia con la desestabilizacién de las membrana de
las células inmunes (Hossain et al., 1998), disminucidén de hipersensibilidad y baja
de la respuesta humoral e inmune (Febles et al., 2002; Kermanshahi et al., 2015).

La alimentacion in ovo es una técnica que puede reducir estos efectos

degenerativos. Esta técnica se utilizé primeramente como método de vacunacion in
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ovo contra la enfermedad de Marek. Afios después, la inyeccion in ovo se utilizé
para mejorar la calidad de las parvadas y en la actualidad, se establece, que la
alimentacion in ovo es un método benéfico que tiene efectos en la eclosion, cambios
en la mucosa intestinal e incremento de peso al nacimiento y hasta los 35 dias de
edad del ave (Kermanshahi et al., 2015).

Se ha comprobado que la alimentacién in ovo alrededor del dia 14 (dia critico por la
oxidacion de acidos grasos) con dl-alfa-tocoferil, reduce el estrés oxidativo y la
peroxidacion de lipidos e incrementa las inmonoglobulinas, ademas aumenta la
eficiencia de utilizacion de energia al momento del nacimiento (Salary et al., 2014),
ya que los embriones consumen estos nutrientes antes del picar la camara de aire,

incrementando hasta un 5-6% el peso de los mismos (Molenaar et al., 2010).

6. INCUBACION ARTIFICIAL DEL HUEVO FERTIL

El desarrollo embrionario de las aves, en comparacion de los mamiferos, ocurre
fuera del cuerpo de la madre (oviparidad) (Liu et al., 2015). Durante el ultimo siglo,
la industria avicola ha atravesado diversos cambios que afectan la crianza de
pollitos, reemplazando la incubacion natural por la artificial, permitiendo el control
de las variables ambientales (Molenaar et al., 2010). Durante los periodos criticos
de incubacion, es posible estandarizar y controlar los factores ambientales (Nassar
et al., 2015), ya que los embriones son muy sensibles a estos cambios durante la
fase de diferenciacion, por lo que, cualquier cambio durante esta fase puede tener
grandes consecuencias en la organogénesis y viabilidad de los pollitos (Aminoroaya
et al., 2016).

7. ALTERACIONES DEL DESARROLLO EMBRIONARIO
Se sabe que los factores ambientales, como la temperatura, ventilacién y humedad
pueden modificar el contenido del huevo fértil, provocando cambios fisiologicos,
positivos y negativos (Liu et al., 2015; El-Tarabany, 2016).

7.1 Temperatura
Todos los animales homeotermos, incluidos las aves mantienen una temperatura

interna constante, sin embargo, existe un intercambio de calor con el ambiente que
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les rodea (El-Tarabany, 2016). La temperatura adecuada para los embriones de
pollo, ronda alrededor de 37.7°C (Quintana, 2016).

Durante la incubacion, el intercambio de energia, calor y humedad constituyen un
proceso fisico, en el cual el calor producido por el metabolismo del embridén en
desarrollo (regulado por el sistema nervioso central) se transfiere entre el ambiente
externo y el micro-ambiente de la incubadora (el cual es disipado por la ventilacién
de la incubadora) determinando la temperatura de la superficie del cascarén
(Romanini et al., 2015).

En la incubadora, las temperaturas se mantienen constantes con la finalidad de
eliminar efectos negativos en el desarrollo embrionario, eclosién, y calidad del pollito
(Piestun et al., 2011). Si la temperatura se eleva arriba de 37.7°C, el embridon
atraviesa por una fase de estrés cal6rico, el cual a su vez provoca cambios
hormonales y moleculares (Moraes et al., 2003) los cuales se ven reflejados en el

sistema inmune y masa corporal de los pollitos al nacimiento (Vinoth et al., 2015).

7.2 Ventilacion

El intercambio de oxigeno (O2) y el diéxido de carbono (COz2) son fundamentalmente
importantes para el desarrollo embrionario. Este intercambio gaseoso se lleva a
cabo dentro del huevo, y consiste en la difusibn molecular de gases a través de la
membrana porosa del huevo, la sangre capilar del corioalantoides (CAM) (Chiba et
al., 2002) y el ambiente que le rodea (Tona et al., 2007). El intercambio de gases a
través de la CAM y el flujo sanguineo capilar comienza a degenerarse durante los
ultimos estadios del desarrollo prenatal, de tal manera que el pollito durante la
ventana de nacimiento, rompa la camara de aire (picaje) e inicie con la respiracion

pulmonar (Mortola, 2009).

Aunque se sabe que los embriones de aves toleran ambientes hipercapnicos (5-
20% CO2) (Yal¢in et al., 2008), esta conductancia de gases causa variaciones en la
presion parcial de dioxido de carbono (Pco2), en los alveolos pulmonares y por
consecuencia en la sangre. Los niveles que sobrepasan los parametros

establecidos son causantes de una acidosis pulmonar respiratoria, generando
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alteraciones en el metabolismo al incrementar la concentracién de bicarbonato
([HCOz3]) (Burggren et al., 2015).

En la incubadora, son importantes las condiciones ambientales, especialmente del
promedio de ventilacidén, de otra manera se expone a los pollitos a condiciones de
hipoxia crénica, guiado por un bajo consumo de O2 y produccion de CO:2
provocando bajas en el peso y anormalidades en el desarrollo (Tona et al., 2007).

7.3 Humedad

Los mecanismos fisioldgicos que regulan los efectos a largo plazo en los pollitos,
incluida la termorregulacién, puede ser alterada por los cambios de energia y el
intercambio de humedad entre el huevo y el micro-ambiente (Moraes et al., 2004).
El porcentaje de humedad apropiada para un embrién de pollo en desarrollo gira
alrededor de los 50-60%. Sin embargo, una alza en el porcentaje mencionado
provoca pérdidas de calor por evaporacién estan ligadas a la cantidad de vapor de
agua por difusién a través de los poros del cascaron del huevo, (alta concentracion)
al ambiente de la incubadora (baja concentracién), los cuales provocan pérdidas de

peso en el huevo durante la incubacion (Romanini et al., 2015).

Justo antes de la eclosion del pollito, se liberan una gran cantidad de liquidos al
interior de la membrana del huevo. Al nacer la mayoria de las aves, se eleva el pico
de humedad en la nacedora, esta cantidad de liquidos son generados por la
oxidaciéon de los lipidos de la yema (Willemsen et al, 2010); teniendo como
resultado pollitos recién nacidos con la superficie del cuerpo humeda. El agua
contenida en la superficie de los pollitos se ira evaporando conforme a la
temperatura producida por la nacedora que a su vez, termorregulara y adaptara a
los animales recién nacidos (Romanini et al., 2015).

7.4 Variables transovaricas y Calidad del huevo

El desarrollo embrionario se observa en funcion del estatus sanitario, la nutricion, el
peso corporal y la edad de las gallinas reproductoras (Akil y Zakaria, 2015). Se ha
establecido que los mejores resultados en incubabilidad, tiempo de eclosion y peso
del pollito al nacimiento provienen de los huevos fértiles puestos por aves
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reproductoras de 30 a 40 semanas de edad (Vazquez et al., 2006; Ibrahem et al.,
2013).

Los diferentes tamarnos y la calidad del cascarén estan dadas por la cantidad de
nutrientes en la dieta y estirpe de las gallinas (Akil y Zakaria, 2015). Se ha visto que
cuando las aves reproductoras no reciben los nutrientes necesarios durante la
ovoposicidn, baja el porcentaje de postura, se adelgaza el cascardn y se decrece la
cantidad de calcio y proteinas en el huevo (Ying et al., 2015). Esto también, se
relaciona con la pérdida de humedad y pérdida de peso del embrion durante la
incubacion (Vazquez et al., 2006).

7.5 Variables experimentales

Asi como los tratamientos nutricionales, la modificacion a las condiciones
ambientales, como la adicién de variables experimentales, como la luz, el sonido,
los aromas, entre otros, han tenido un gran efecto en la organogénesis de los

embriones de pollos (Yahav et al., 2004; Liu et al., 2015).

7.6 Luz

La luz se define como algo que emana de un cuerpo luminoso, choca contra los
objetos y rebota de ellos. Esta constituida por numerosas particulas y se considera
un fendmeno ondulatorio, ya que su propagacion es de la misma naturaleza que la
de una onda. La luz, se caracteriza por tener 1) Propagacion rectilinea (300 mil km/s
en el vacio) y 2) Se refleja (cuando se irradia en una superficie lisa, los rayos
luminosos son rechazados o reflejados en una sola direccién) (Pérez, 1997).

La luz se puede cuantificar por la intensidad luminosa, flujo luminoso y por la
iluminacion. La intensidad luminosa, es la cantidad de luz producida o emitida por
un cuerpo luminoso y se cuantifica por medio de las candelas (cd=1/60 que emite 1
cm?de un cuerpo negro); el flujo luminoso, es la cantidad de energia luminosa que
atraviesa en la unidad de tiempo una superficie normal (perpendicular) a los rayos
de la luz, se mide por limenes (1cd/ 1m?) y finalmente; la iluminacion se define por
una superficie que recibe cierta cantidad de luz, su unidad de medicidén es el lux
(Newberry et al., 1988) (1cd/ 1m? * 1m).
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7.7 Luz verde

En las incubadoras comerciales, los embriones son colocados en completa
obscuridad (Archer et al., 2009). Sin embargo, en la actualidad se sabe que el rol
de la luz monocromatica (LED) en las actividades biologicas esta asociado con la
aceleracién del desarrollo embrionario (Rozemboim et al., 2013) y el nacimiento de
las aves (Archer y Mench, 2014).

En las aves, el ciclo circadiano es mas complejo en comparacion con los mamiferos,
ya que en las aves, el nucleo supraquiasmatico y la glandula pineal contienen
osciladores que se auto-sostienen. La hormona melatonina, la cual se secreta
ritmicamente desde la glandula pineal, posee receptores en el hipotalamo. Durante
la ontogénesis, el ritmo de melatonina se desarrolla tempranamente, en respuesta
a la ausencia de la melatonina maternal (Zeman et al., 2001). Se dice que la
exposicion de los embriones a luz monocromética verde penetra el cascaron,
estimulando principalmente los fotorreceptores retinales o pineales, después al
sistema endocrino y finalmente, a los musculos (Rozemboim et al., 2013). Este
proceso tiene mayor eficacia durante los dias criticos de incubacion (dias 3, 7, 14y
19) (Oskan et al., 2012; Moraes et al., 2013) ya que provoca cambios perinatales
epigenéticos en las funciones del cuerpo (impronta de las funciones del cuerpo)
(Nassar et al., 2015).

Durante la vida prenatal, las células derivadas del mesodermo de la madre se
convierten en células miogénicas, que dan origen a los mioblastos, estos mioblastos
proliferan y se diferencian en miotubos multinucleados, para finalmente formar fibras
musculares maduras (Hui et al., 2016), por lo que al nacer el pollito, las fibras
musculares ya estan completamente formadas e incrementaran de acuerdo con el
porcentaje de proteina recibido en la alimentacidén asi como por el contenido de ADN
y ARNm (Rozemboim et al., 2013). Este ultimo, es de gran importancia ya que
permite el acrecentamiento de los musculos, gracias a unas células especializadas
llamadas “células satélite”, que son unicas en su tipo y estan relacionadas a las
células miogénicas presentes durante la etapa embrionaria (Halevy et al., 1998).
Estas células se estimulan o se inhiben durante el proceso de diferenciacién por la
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hormona del crecimiento (GH) y por el factor de crecimiento insulinico (IGF-I),
sumado a ello, la manipulacién de las condiciones ambientales, como la luz, inducen
la proliferacién, diferenciacién y fusion de las células musculares (Archer y Mench,
2014).

A nivel mas especifico, la fotoestimulacion, expresa y eleva hasta 9 veces mas los
genes PAX o Pax (del inglés “Paired box”), particularmente Pax7 (importantes para
la proliferacién de células satélites que permiten adelantar el nacimiento), y cuatro
veces mas la miogenina (factor regulador de la miogénesis). La sobreexpresion de
estos dos factores sugieren la aceleracién del crecimiento y desarrollo de los
musculos, elevando el peso corporal y adelantando el nacimiento de los pollitos
(Rozemboim et al., 2013).

7.7.1 Sonido

Los estudios de comportamiento, electrofisiologia, resonancia magnética e
imagenologia en aves, indican el comienzo de la maduracion funcional del sistema
auditivo y su susceptibilidad a la manipulacién experimental asi como una influencia
para el desarrollo de sonidos especificos de especies mientras se desarrollan (Alladi
et al., 2002). Estudios previos han indicado cambios morfoldgicos en los ndcleos del
tronco cefélico, el ndcleo magnocelular y el nucleo laminar asi como (Chaudhury y
Wadhwa, 2009) la expresién temprana de genes e incremento en la expresion
sindptica de ciertas proteinas al exponer a los embriones a estimulaciones

prenatales (Kumar et al., 2014).

Estas modificaciones en el tronco cefalico generan respuestas visibles en los
ultimos dias de incubacion, que al generar cambios en su fisiologia, alteran el tiempo
y las condiciones de incubacion (Alladi y Wadhwa, 2001) y, durante los primeros
dias de vida de los pollitos, estos cambios se ven reflejados principalmente en su

conducta y en el contacto con su nuevo ambiente (Alladi et al., 2005).

7.7.2 Aromas
El pollto doméstico ha mostrado una gran amplitud de respuestas de

comportamiento a condiciones experimentales, entre ellas incluidas los olores
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naturales. Estas respuestas se han observado en pollitos de varias edades
(Sneddon et al., 1998). Sin embargo, existen estudios que se han realizado en
embriones de 20 dias de edad, a los cuales se les han colocado concentraciones
de diferentes olores, permitiendo la memorizacién de estos olores antes de su
eclosioén, que se vuelven de gran importancia para la fijacion de otras actividades
como lo son, el aprendizaje de comer, evitar depredadores o ingerir sustancias
dafinas (Porter et al., 1999).

Entre algunos de los olores mas comunes utilizados para este tipo de experimentos
se encuentran el aroma de fresa y aceite de naranja con los cuales se ha visto una

temprana eclosién y mejor adaptacion a su ambiente (Burne y Rogers, 1999).

8. PARAMETROS DEL POLLITO RECIEN NACIDO

Las nacedoras tienen caracteristicas especiales para agilizar el proceso de eclosion
de los pollitos y asegurar la vitalidad de los mismos. Entre las caracteristicas mas
importantes se encuentran la ventilaciéon, humedad y temperatura (Decuypere y
Bruggeman, 2007). La ventilacién, es importante ya que cuando el embrién pica la
camara de aire del huevo, se produce el estimulo nervioso para que comience la
respiracion pulmonar y es importante que la nacedora contenga altos niveles de
oxigeno (Oz2), para eliminar el anhidrido carbdnico (COz2) y evitar la asfixia de los
pollitos. La humedad, sirve para ayudar al pollito a romper la membrana y cascarén,
y que éste no se quede con el pico pegado a la cascara o a la membrana interna
del huevo y asimismo, evitar que se deshidraten. La humedad relativa de una
nacedora se encuentra entre 60-70%. En cuanto al control de la temperatura, se
debe procurar evitar el fenébmeno de sobrecalentamiento del pollito. Asi, la
temperatura 6ptima en bandejas metalicas debe de ser de 37.1°C mientras que en
las de plastico de 36.8°C (Graham, 2006).

Se definen parametros del pollito, a los aspectos fisicos, inmunoldgicos, fisioldégicos
y locomotores positivos desarrollados durante el crecimiento del embrién hasta el

nacimiento del pollito. La calidad del pollito es de vital importancia para los
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productores debido a que se refleja en los parametros de mortalidad durante la
primera semana de vida y la productividad de la parvada (Quintana, 2016).

La evaluaciéon de la calidad del pollito al nacimiento se realiza por medio de una
serie de parametros subjetivos, a los cuales se les designa un valor que suman el
100%. De acuerdo con Boerjan (2002) y Tona (2003), algunos de los parametros

que se pueden evaluar son los siguientes:

8.1 Peso

Esta variable es de gran importancia debido a que el peso influye directamente
sobre el peso de la primera semana de vida y con el peso final al ciclo productivo.
Es importante realizar la medicién del peso continuamente ya que es un indicador
de tiempo de almacenamiento y deshidratacion del pollito durante la incubacién. El
peso ideal de un pollito al nacimiento es de 42-50 g (Quintana, 2016).

8.2 Longitud del pollito

La longitud promedio de un pollito circula alrededor de los 11-13 cm. Este parametro
indica la cantidad de nutrientes que asimilé el pollito durante el desarrollo
embrionario. La diferencia de 1 cm en la longitud del pollito, hace que mejore su
conversion alimenticia (Quintana, 2016).

8.3 Longitud de los tarsos

En el caso de los huesos largos, puede que no exhiban malformaciones como tal,
sin embargo, se observa la reduccion de su crecimiento hasta 25% debido a que la
condrificacién que se lleva desde el dia 16 hasta el 19 de incubacion falla y los
huesos sesamoideos como la rétula y los cartilagos tibiales de los tarsos
frecuentemente detienen su crecimiento (Hogg y Hosseini, 1992).

8.4 Piel
La diferenciacion de la epidermis del pollito, es establecida por el mesénquima, la
cantidad de colageno y melanina (Rymer et al., 2007) son los encargados de dar el

color a las fibras de la dermis conforme se lleva a cabo el desarrollo embrionario,
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siendo normalmente, un color amarillento el que se fija en la piel del pollito (Carinci,
1974).

8.5 Plumas

La formacion de las plumas primordiales se debe a una serie de senales inductivas
y reciprocas entre la dermis y la epidermis. La dermis deriva del engrosamiento del
ectodermo superpuesto y como resultado se forma la epidermis. Estas sefales
consisten en la transcripcidn de las células tempranas de los factores celulares B-1,
que depende de la regulacion genética de los pollitos. Una vez que los pollitos
nacidos se secaron, se pueden observar los plumones de un color amarillo, sin

presencia de suciedades, ya sean membranas o sangre (El-Magd et al., 2014).

8.6 Craneo

Debido a efectos teratogénicos, la mayoria de los pollitos nacidos presentan
dismorfologias, retrasos en el crecimiento y desarrollo del sistema nervioso central
(SNC), asi como problemas motores y cognitivos. Esto se relaciona con el manejo
gue el humano da a las variables ambientales durante la incubacion. Por ello, se ha
observado que la formacion de dérganos complejos como el cerebro, craneo,
corazon, rinones y extremidades, que requieren gran cantidad de tejidos, sefales
intercelulares y movimientos extensos morfogenéticos, sean alterados generando
malformaciones. La revision del crdneo es importante ya que se busca eliminar
algun tipo de defecto presente en el mismo, ya sea por su suavidad o inflamacién
(Kiecker, 2016).

8.7 Pico

El pico, es una de las estructuras de mayor importancia durante la ultima de
desarrollo embrionario, ya que gracias a él el pollito podra romper la camara de aire
y el cascarén para poder eclosionar. Sin embargo, se han visto deformidades de

pico en las cuales normalmente, el pico no se encuentra correctamente alineado.

8.8 Quilla, escapula, alas y tarsos
La respuesta de varios tipos celulares, como los mioblastos o los fibroblastos y las

células osteoprogenitoras aumentan por la estimulacién del incremento de la
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sintesis de ADN vy la divisién celular. Debido a que el pollito se ha usado como
modelo para el desarrollo del sistema musculo-esquelético, es posible conocer los
tipos de malformaciones que se generan durante el desarrollo embrionario (Tjorve
y Tjarve, 2010).

Se ha observado que los huesos de la region tordcica tienden a arquearse,
fusionarse con las vértebras cervicales y asimismo, distorsiones en la clavicula,
escapula, costillas. En los tarsos, es posible observar zonas de inflamacién e incluso
necroéticas, las cuales pueden ser asociadas con un estrés cronico ya sea por el
manejo constante de los embriones para investigacion (lgarashi et al., 1981) o por
un proceso de enfermedad que se genera durante el desarrollo embrionario (Yahav
et al., 2004).

8.9 Ojos

Los ojos se desarrollan completamente para el dia 7 de incubacién. Al momento del
nacimiento deben ser brillantes sin protuberancias e inflamacién (Nickla y Totonelly,
2016). Es posible encontrar este tipo de deformidades debido a un inadecuado
manejo de la luz durante la incubacion, y asimismo, es posible encontrar otro tipo
de mutaciones genéticas como el albinismo o la malformacion de las vias oculares
durante el desarrollo embrionario por la manipulacién ambiental (Kiecker, 2016).

8.10 Ombligo

Antes de nacer, el pollito absorbe el saco vitelino de tal manera que al nacimiento,
el ombligo se encuentra completamente cerrado. Sin embargo, es muy comun
encontrar hernias umbilicales debido a la falta de tiempo de incubacion o bien, por
la manipulacién ambiental que se le dio al pollito durante los ultimos dias de
incubacion (Bellairs y Osmond, 2014a).

8.11 Viveza

La vitalidad de los pollitos refleja el potencial fisiologico obtenido como resultado de
una optima diferenciacién, crecimiento y maduracién de todos los érganos y
sistemas de control fisiolégico asi como el reflejo de un adecuado manejo de las
condiciones ambientales durante la incubacién (Cortazar, 2008).
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IV. JUSTIFICACION

La avicultura es una de las actividades econémicas mas importantes a nivel mundial
(Fontana et al., 2015) y de rapido crecimiento (Chica y Davila, 2003). En las ultimas
décadas, se ha observado un inmenso interés en la nutricion animal, la investigacién
y el desarrollo enfocado en el mejoramiento sanitario, resistencia a enfermedades y
productividad, generando impactos positivos a nivel econémico, ambiental y social
(Gangadoo et al., 2016). Como consecuencia, los productos avicolas se encuentran
ampliamente expuestos a la competencia internacional y se ha evidenciado un
avance importante en materia tecnoldgica, como preambulo de esta situacién (Van
Mierlo et al., 2013).

Es por ello, que existen otras areas comunes referentes a la produccién de insumos
avicolas, pero con un enfoque de investigacién como las granjas farmacéuticas para
la produccidén y conservacion de embriones de calidad (Lassen et al., 2006). La
importancia de estas areas consiste basicamente en generar nuevos conocimientos
que conciernen a la manipulacién de embriones para la modificacién genética
(Bulfield, 2000), el conocimiento y desarrollo de estudios referentes a los diferentes
sistemas bioldgicos que conforman un organismo (Vargas et al., 2007), desarrollo y
continuacion de nuevas biotecnologias aplicables primeramente en animales y
consecuentemente en humanos y la formaciéon de bancos genémicos, ya sea por
germoplasmas (Harnal et al., 2002) o por el uso de embriones criopreservados
(Mara et al., 2013), para el almacenamiento y uso de estos biomateriales utiles en
la preservacion de ciertas especies (Vilela et al., 2016).

Por todo lo anterior, el presente estudio busca la experimentacion de la
suplementacion de dl-alfa tocoferil en combinacién con la luz verde monocromatica
para conocer el efecto que tienen sobre el desarrollo embrionario del pollito y la
calidad del mismo al nacimiento.
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V. PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢La suplementacion de dl-alfa tocoferil combinada con el efecto de luz “verde”

induciran cambios en los parametros de calidad del pollito al nacimiento?

VI. HIPOTESIS

El efecto de la luz verde, incrementara el metabolismo de la dl-alfa tocoferil
suplementada en el vitelo embrionario, por lo cual se obtendran pollitos con mejor
desarrollo de los 6rganos, lo cual se reflejara en un mayor desarrollo musculo
esquelético de los pollitos.

VIl. OBJETIVOS

General

v Evaluar en pollitos recién nacidos, el efecto de la suplementacién con dl-alfa

tocoferil y exposicidon a luz verde durante el desarrollo embrionario.

Especificos

v' Determinar los parametros de calidad de pollitos expuestos a luz verde
durante su desarrollo embrionario.

v" Determinar los pardmetros de calidad de pollitos suplementados con dl-alfa
tocoferil durante su desarrollo embrionario.

v" Conocer el efecto de combinar la administracion de dl-alfa tocoferil y
exposicion a Luz verde durante el desarrollo embrionario, en los parametros

de calidad del pollito recién nacido.
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VIl. MATERIALES Y METODOS

1. Protocolo de trabajo
Se trabajé con 80 embriones de la linea genética Bovans White con 4 dias de
almacenamiento y provenientes de reproductoras con un ciclo de reproduccion de

22 semanas de edad, con los cuales se formaron 4 tratamientos:

1)

2) Luz natural + dl-alfa tocoferil
3) Luz verde

4)

Control (Luz natural)

Luz verde + dl-alfa tocoferil

Los huevos obtenidos se desinfectaron con Yodo al 8% (lsodine®), se ovoscopiaron
y se evaluaron de acuerdo con la calidad del cascardn. Los huevos obtenidos se
colocaron en una incubadora comercial. Los embriones se incubaron bajo las

mismas condiciones ambientales:

1. Temperatura 37.7°C

2. Humedad 60%

3. Ventilacién 14 cm3/min

4. Volteo Cada 90 minutos

2. Condiciones de las variables a estudiar
Antes de incubar los huevos, éstos se evaluaron de acuerdo con sus caracteristicas
fisicas, con la finalidad de seleccionar los incubables de los no incubables. Los

parametros que se evaluaron fueron los siguientes:

e Textura: Se manipularon los huevos y se determiné la calidad del cascarén.
e Color: Se observaron los huevos y se anoté el color.
e Forma: Se observaron y se evaluaron de acuerdo con la forma que tenian los

huevos.
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Para ello, se utilizd una tabla de registros en la que se clasifico la descripcion de
cada variable, para la calidad del huevo y para el proceso de incubacién, en el cual
se evalud, por medio de la ovoscopia la viabilidad de los embriones; para ello se
realizaron dos ovoscopias durante todo el transcurso de la incubacion. La primera,
se llevé a cabo en el dia 0 (antes de incubar) con la finalidad de descartar material
contaminado o infértil. La segunda ovoscopia, se realizé en el dia 6 de incubacién
(Cuadro 2).
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REGISTRO:

FECHA INICIO:

EXPERIMEMNTO:

FECHA DE TERMINO:

HOJA DE

ORIGEN DELHUEVO (LOTE):

Cuadro 2. Tablas de registros para calidad del huevo y proceso de incubacion

CALIDAD DEL HUEVOY P
DE INCUBACION:

EDAD EDAD CALEND
\
ID | PESO | TEXT | COLOR | FORMA HUEVO ESTIRPE GALLINA LUZ OVOSC VITE OVOoSsC Pl
1
2
3
4
5
6
T
]
9
10
11
12
13
14
15
PES0: (Gramaos) CALENDARIO LUZ: Horasluz/Horas obscuridad
TEXTURA: iLiso 2Rugosa 3Delgada 40tra OWVO SCOPIA: Fechayhora/ 1Vivo 2Muerto
COLOR: 1Blanco 2Crema 3Pinto 40tro WVITAMINAE: Hora deaplicacion
FORMA: 1Propia 20wvalada 3Redonda 40tra OVO SCOPIA: Fechay homa/ 1Vivo 2Muerto
EDAD HUEWOD: N* de dia_sdepuesto PICAJE: Fechay hora 1Camaraaire 25acovitelino 30
ESTIRPE: Dela gallina ECLOSION: Fechayhora! 1Vivo 2Muerto
EDAD DE GALLINA: En semanasde postura
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2.1 Luz Verde

Para la luz verde se utilizaron 2 focos LED color verde marca Ecosmart™ de 5 watts,
correspondientes a 5 lux (Halevy et al., 1998). Estos se colocaron en la incubadora
en la parte superior de la misma, de tal manera que la luz se distribuyera en toda la
incubadora. La luz se coloc6 a partir del dia 7 de desarrollo embrionario hasta el dia

20 con un fotoperiodo 14:10 Luz: Obscuridad.

2.2 dl-alfa tocoferol
Se utilizaron capsulas de dl-alfa tocoferol Eternal ® que contienen Acetato de dl-alfa
tocoferil de 400mg, equivalentes a 400 U. I. dl-alfa tocoferol. La inyeccién se aplicd
en el dia 14 de incubacion. Se utilizaron jeringas desechables con aguja de insulina
de 25mm de grosor (Salary et al., 2014) y la inyeccién se aplicoé en el saco vitelino
(Bhanja et al., 2003).

Inyeccion in ovo

Se estandariz6 una técnica en la cual se trazd una linea imaginaria que dividiera la
mitad del huevo, de tal manera que, el embrién quedara en la parte superior del
huevo y el saco vitelino en la parte inferior. Seguido de esto, con ayuda de la aguja
de la jeringa, se perforé cuidadosamente la parte inferior del huevo y se aplicé el dl-
alfa tocoferil (Figura 7). Para finalizar, se sell6 el orificio con una gota de Resistol
blanco. El tiempo maximo para este procedimiento fue de 40 seg/huevo.
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Camara deaire

Sitio de Aplicacion

Figura 9. Localizacion del embrion y del saco vitelino. Fuente: Rocio Lopez (2017).

Cada parametro presentado, se registrdé de acuerdo con lo que se observé al

examinar a los pollitos las claves asignadas que se muestran en el Cuadro 3.
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Cuadro 3. Tablas de registros para calidad del pollito recién nacido

REGISTRO: HOJA DE

FECHA INICIO: FECHA DE TERMING: CALIDAD DEL POLLITO

EXPERIMEMNTO:

ORIGEM DELHUEVQ (LOTEY):

LONG GLANDULA

ID | PESO | LONG | paga PIEL PLUMAS | CRANEC | QUILLA | ESCAPULA | ALAS | TARSOS | popiciana | PARASITOS | 0JOS | OME
1

2

3

4

5

6

T

g

9

10

11

12

13

14

15

ESCAPULA 1 Propia 2 Blanda 3 0tm
PESO DEL POLLITO (gms) ALAS(FORMA) 1 Propia 2 Inflamadas 3 Otras
LONGITUD DEL POLLITO {crm) TARSOS (FORMA) 1 Propia 2 Hinchadas 3 Protuberancia
LONGITUD DE LA PATA (cm) GLANDULA UROPIGIANA 1 Propia 2 Hinchadas 3 Protuberancia
PIEL 1 Pilida 2 Amarillenta 3 Hiperémica 4MNormal PRESENCIADE PARASITOS 1 Si 2No
PLUMAS 1 Limpias 2 Secas 3 Sucias 4 Humedas 0Jos 1 Limpios 2 Sucios 3 Inflamados
CRANEDQ 1 Pirmamidal 2 Redondeada 3Inflamada COMBLIGO 1 Limpio y Sellado 3 Inflamado y No Cicatriz
QUILLA 1 Solida 2Blanda 30ta PICO 1 Propia 2 Inflamado 3JProtuberancias 4Defc
ANIND 1 Interés 2 Deprimido
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Una vez clasificadas las variables observadas, se procedié a calificar con el puntaje
asignado a cada criterio evaluado en los pollitos recién nacidos (Cuadro 4).

Cuadro 4. Puntaje de cada parametro para la calidad del pollito al nacimiento.

Calidad del pollito recién nacido

1. Normal 10 pts.

Picl 2. Hiperémica 7.5 pts.

3. Amarillenta 5 pts.

4. Palida 2.5 pts.

. 1. Limpias y secas 10 pts.

Calidad de las Plumas 2. Sucias y humedas 0 pts.

1. Piramidal 10 pts.

Craneo 2. Redondeado 5 pts.

3. Inflamado 0 pts.

1. Sodlida 10 pts.

Quilla 2. Blanda 5 pts.

3. Inflamada 0 pts.

1. Sdlida 10 pts.

Escapulas 2. Blanda 5 pts.

3. Inflamada 0 pts.

1. Sodlida 10 pts.

Alas 2. Blanda 5 pts.

3. Inflamada 0 pts.

1. Sodlida 10 pts.

Tarsos 2. Blanda 5 pts.

3. Inflamada 0 pts.

1. Limpios 10 pts.

Ojos 2. Sucios 5 pts.

3. Inflamados 0 pts.

. 1. Limpio y sellado 10 pts.

Ombligo 2. Inflamado y no cicatrizado 0 pts.

1. Propia 10 pts.

. 2. Inflamado 7.5 pts.
Pico .

3. Protuberancias 5 pts.

4. Deformidades 2.5 pts.

. 1. Interés por el ambiente 10 pts.

Viveza 2. Deprimido 0 pts.
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Una vez obtenidos todos los puntajes se procedioé a realizar la sumatoria de todos
los criterios para asi, poderlos clasificar en 3 tipos de calidades (Boerjan, 2002):

1. Primera calidad: (sumatoria de <110 pts.) = 100-66.66%
2. Segunda calidad: (sumatoria de <60 pts.) = 66-33.33%
3. Tercera calidad: (sumatoria de <30 pts.) = 33-0%

4. Analisis estadistico

Para cada una de las variables: peso al nacimiento, longitud del pollo y de los tarsos,
se realizd un analisis de varianza (ANOVA), se compararon las medias de
tratamientos usando la prueba de T de Student, con un nivel de significancia a de
0.05 (P<0.05).

Para las variables de respuesta: color de la piel, calidad de las plumas, forma del
craneo, pico, quilla, escapula, alas y tarsos, forma de los ojos, limpieza del ombligo
y viveza del pollito, primeramente se realiz6 la clasificacion de los pollitos de
acuerdo con las calidades mencionadas y posteriormente se realizd un andlisis de
correspondencias multiples para conocer la relacion entre las variables y los

tratamientos.
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VIIl. RESULTADOS Y DISCUSION

1. Peso, longitud del pollito y longitud de tarsos
La comparacion de las variables de peso al nacimiento, longitud del pollito y de los
tarsos entre los tratamientos se observa en el Cuadro 5.

Cuadro 5. Peso al nacimiento, longitud de pollitos y longitud de tarsos.

, Peso (9) Longitud del pollito (cm) Longitud de tarsos (cm)
Tratamiento X +D.E. X +D.E. X + D.E.
Luz natural 39.91+6.412 10.55+1.782 2.85+0.562
Luz natural + dl-alfa-tocoferil | 38.00+4.442 10.7540.752 2.75+0.422
Luz verde 51.50+5.25° 10.19+1.722 2.23+0.75°
Luz verde + dl-alfa-tocoferil 45.90+6.40° 10.99+1.412 2.19+0.61°

abc Valores con diferente literal son estadisticamente significativos (P<0.05).
n=20 embriones por tratamiento.

e Peso

Estos resultados destacan que los pollitos nacidos del tratamiento de luz verde y luz
verde + dl-alfa-tocoferil, tuvieron una ganancia de peso significativa (51.50£5.25;
45.9016.40) (P<0.05) en comparacion con los demas tratamientos. No se observan
diferencias significativas entre los tratamientos de luz natural y luz natural + dl-alfa-
tocoferil (39.91+6.41; 38.00+4.44).

e Longitud del pollito y longitud de tarsos

En relacién con la longitud del pollito no se observaron diferencias significativas
entre los tratamientos (P<0.05). Sin embargo, se puede destacar que los
tratamientos suplementados con dl-alfa-tocoferil tuvieron una longitud promedio
mas elevada (10.99+1.41; 10.75+0.75) en comparacién con aquellos que no fueron
suplementados. Cabe sefnalar, que la combinacién de la luz verde con la dl-alfa-
tocoferil aumentd la longitud de los pollitos recién nacidos. Sin embargo, los
resultados obtenidos para la longitud de los tarsos, muestran diferencias
significativas entre los dos tratamientos de luz natural (2.85+0.56; 2.75+0.42)
comparados con los de luz verde (2.23+0.75; 2.19+0.61), siendo los primeros dos

tratamientos, los que mayor longitud de tarsos obtuvieron (Cuadro 5).
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2. Calidad del pollito al nacimiento

De acuerdo con la Figura 10, la clasificacién de los pollitos en los criterios
evaluados, resalta que los tratamientos con luz verde tuvieron un porcentaje elevado
de pollitos de primera calidad en comparacion con los de luz natural, siendo la
combinacion de la luz verde + dl-alfa-tocoferil el que obtuvo 100% de pollitos de
primera calidad, mientras que el tratamiento de luz verde obtuvo 95% de pollitos de
primera calidad y 5% de pollitos de segunda calidad. Ninguno de los dos present6
pollitos de tercera calidad. En cuanto a los tratamientos de luz natural, se observa
que el tratamiento de luz natural + dl-alfa-tocoferil, a pesar de que present6
porcentajes en las 3 diferentes calidades de los pollitos evaluados, resalta un indice
aceptable de pollitos de primera calidad (60%) comparado con el de luz natural
(50%). Sin embargo, el tratamiento de luz natural no presentd pollitos de tercera
calidad como el tratamiento combinado con la dl-alfa-tocoferil (0; 20,

respectivamente).
Calidad del pollito
120
100
100 %
80
60
60 50 50
40
20 20
20
0 . > 0 0
0 ||
Luz natural Luz natural + dI- Luz verde Luz verde + dl-alfa-

alfa-tocoferil tocoferil

m1ira. ®m2da. = 3ra.

Figura 10. Clasificacion de los porcentajes de las tres calidades de pollito
al nacimiento obtenidos de acuerdo a los criterios evaluados.
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Por otro lado, para el andlisis de correspondencias se obtuvieron datos que explican
la dispersion de los datos respecto de los tratamientos evaluados, como se puede
ver en el Cuadro 6, el cual se explica de la siguiente manera: entre mayor sea el
dato, como sucedi6 con los tratamientos de luz natural + dl-alfa-tocoferil (0.40570)
y luz verde + dl-alfa-tocoferil (0.24810), mas dispersas estan las variables del efecto
y si es menor, como lo fue en el tratamiento con luz verde (0.16757) y luz natural
(0.17864), mayor sera el efecto del tratamiento en las variables evaluadas.
Asimismo estos resultados estan ligados con la Figura 11, el cual nos da un
panorama general del comportamiento de los tratamientos sobre las variables.

Cuadro 6. Efecto de los tratamientos sobre los
parametros de calidad de acuerdo a la inercia de los

datos
Tratamiento Inercia
Luz natural 0.17864
Luz natural + dl alfa tocoferil | 0.40570
Luz verde 0.16757
Luz verde + dl alfa tocoferil |0.24810
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Figura 11. Descripcion grafica del efecto de los tratamientos en las dimensiones 1y 2.

Considerando que los gréaficos de los analisis de correspondencias estan formados
por dos rectas numeéricas, donde “X” es la recta horizontal y “Y” la recta vertical y
donde tenemos valores positivos y negativos, de acuerdo a la Figura 11, es posible
notar que la mayoria de las variables estan aglomeradas en la interseccion de los
ejes del mapa, en la cual, se observa muy marcado el efecto del tratamiento con luz
verde + dl-alfa-tocoferil. Asimismo, se observa que algunos parametros como
calidad de la piel y forma del pico se encuentran alejados de los cuatros diferentes

tratamientos.

A continuacién, se describe a mayor profundidad la relacién de cada parametro con

los tratamientos visto desde otras dos dimensiones.
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Figura 12. Descripcion grafica del efecto de los tratamientos en las dimensiones 1y 3.
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Figura 13. Descripcion grafica del efecto de los tratamientos en las dimensiones 2 y 3.
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Para las dimensiones 1 y 3 (Figura 12), se observa que la calidad de la piel esta
positivamente asociada con el efecto de los tratamientos combinados con la dl-alfa-
tocoferil y negativamente afectada por la luz verde. En cuanto a la calidad de las
plumas se observa una ligera asociacién negativa entre los tratamientos de luz
natural y luz verde, coincidiendo con el Figura 13 (dimensiones 2 y 3); asimismo se

puede notar una nula relacién con los tratamientos suplementados.

Para la forma del craneo se observa una alta asociacion del efecto del tratamiento
de luz natural + dl-alfa-tocoferil (Figura 12) y luz verde + dl-alfa-tocoferil (Figura 13),
indicando que la suplementacién mejora positivamente la formaciéon del mismo, por

el contrario del efecto de la luz verde por si sola.

En cuanto a los tarsos, la luz natural tuvo un efecto negativo en la forma y solidez
de los mismos, mientras que el tratamiento de luz verde + dl-alfa-tocoferil disminuyé
ampliamente las deformidades en los mismos asi como la prevencion de sitios

inflamados (Figuras 12 y 13).

Por otro lado, el tratamiento de luz natural influyé negativamente en la cicatrizacion
del ombligo, contrario de lo observado con el tratamiento de luz verde + dl-alfa-
tocoferil, el cual demuestra una asociacion positiva con la rapida cicatrizacion del
mismo (Figuras 12 y 13). Asimismo, la viveza del pollito fue negativamente afectada
por el tratamiento de luz verde, notando algunas de las aves decaidas, mientras que
el tratamiento de luz verde + dl-alfa-tocoferil mejor6 el comportamiento del pollito al

nacimiento.

Finalmente, cabe sefalar que la forma e integridad de los ojos, pico, quilla,
escapulas y alas se vieron ligeramente afectadas por todos los cuatro diferentes
tratamientos, indicando que los tratamientos utilizados no influyen como tal en su

proceso de formacion.
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IX. DISCUSION

1. Peso, longitud del pollito y longitud de los tarsos
e Peso

Debido a que el tratamiento con luz verde (51.50+5.25) tuvo un peso mas elevado
comparado con los otros tratamientos, es posible decir que la luz afectd
positivamente en la ganancia de masa muscular de los embriones. Este efecto
concuerda con lo mencionado por Rozemboim et al. (2013), pues los embriones
criados bajo luz verde fluorescente tienden a mejorar notablemente la ganancia de
peso en comparacion con aquellos criados bajo otro tipo de color de luz u
obscuridad, ya que la estimulacién con luz verde en los dias criticos (dia 14) del
desarrollo embrionario (Oskan et al., 2012), acelera el crecimiento de la masa
muscular (Halevy, 2006), especificamente las células “satélite”, las cuales se
mantienen estimuladas hasta los primeros 5 dias de edad del pollito, permitiendo

gue tengan una eclosién temprana de al menos un dia previo a la fecha establecida.

Por otro lado, la combinacion de la luz verde + dl-alfa-tocoferil sugieren que en
conjunto, pueden mejorar el desempefio de los embriones al proveer un estimulador
de la masa y muscular asi como una reserva extra de antioxidantes que definiran

un mejor estado fisico de los pollitos al nacimiento (Schaal, 2008).

e Longitud del pollito y de los tarsos

De acuerdo con Archer et al. (2009), la longitud del pollito, depende de la
fotoestimulacién que se percibe en los dias criticos, ya que al estimular la glandula
pineal se estimulan a su vez, otra serie de mecanismos, como las ya mencionadas
células “satélite” y los genes pax 7, permitiendo una sobreexpresion de receptores
musculares que aceleren el desarrollo del pollito disminuyendo el periodo de
incubacion y mejorando el tamano de los pollitos, sucediendo esto también en las
extremidades. Aunque el tamano de las aves depende directamente de las variables
genéticas y condiciones de los huevos previos a su incubacion, Salary et al. (2014)
mencionan que una suplementacion de nutrientes exdgenos en la yema de tal

manera que los requerimientos nutricionales de los embriones estén completos para
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su uso en la formacion de 6rganos y huesos y que a su vez sirvan como reserva
una vez eclosionados los pollitos y no existan pérdidas de peso ni afectacion de los

organos internos.

2. Calidad del pollito al nacimiento

De acuerdo con las clasificaciones de calidad que se realizaron de los pollitos
nacidos, se pudo observar que los tratamientos con luz verde tuvieron un porcentaje
alto de de primera calidad comparado con los tratamientos de luz natural. Como ya
se sabe, las condiciones ambientales durante la embriogénesis del pollito son
fundamentales para su bienestar y desempenfio productivo visible al nacimiento. De
acuerdo con Nickla y Totonelly (2016), la luz, al estimular a los fotorreceptores
presentes en el 0jo y la glandula pineal genera cambios en el desarrollo del sistema
nervioso que afectan la salud (Zelma et al., 2016), el peso, la productividad de los
pollitos al nacimiento y su comportamiento (Archer et al., 2009). Mientras que el
efecto de la dl-alfa-tocoferil, tiene como efecto la disminucion de radicales libres
liberados al momento del picaje y durante todo el proceso de nacimiento. Como ya
se mencion6 anteriormente, la administracion exdégena de nutrientes, previo al
nacimiento, se convierte en una reserva de nutrientes necesarios para su
mantenimiento y crecimiento que permitiran que haya un porcentaje de viabilidad
elevada durante el primer dia hasta los primeros 7 dias de nacimiento, comparados
con aquellos que no fueron suplementados y en los cuales existe un desvio de
nutrientes en el organismo afectando los parametros de produccion y de calidad de
los pollitos (Chen et al., 2010). Molenaar et al. (2010) y Moghaddam et al. (2013)
coinciden en que la administracion de nutrientes durante la ultima fase de desarrollo
embrionario mejora el estatus de salud tanto del embrién como del pollito.

De acuerdo a la Figura 10, se destaca que el tratamiento de luz natural + dl-alfa
tocoferil tuvo un 10% mas de pollitos de primera calidad debido a la suplementacién
de antioxidantes, los cuales permitieron a aquellos embriones que se encontraban
en mala calidad o bien, habian agotado sus reservas de nutrientes, eliminar aquellos
radicales libres que pudieron haber afectado el proceso de nacimiento. Si bien es

cierto que se tuvo un 20% de pollitos de tercera calidad, se puede decir que la
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administracion de esta vitamina antioxidante redujo el porcentaje de pollitos de mala
calidad (Schaal, 2008).

En cuanto al andlisis de correspondencias, se observa una asociacién tanto positiva
como negativa entre los tratamientos y cada parametro evaluado. Se destaca que
los tratamientos suplementados con dl-alfa-tocoferil mejoraron la calidad de los
pollitos, ya que no tuvieron efectos negativos en la formacion de piel, huesos y ojos.
De acuerdo con Surai et al. (2016), este efecto se debe a una correcta absorcién de
la vitamina en el organismo de las aves durante el ultimo tercio de desarrollo
embrionario sin generar un desvio de nutrientes de los érganos y musculos en

proceso o ya formados (Singh et al., 2006).

Asimismo, en este estudio se detecta que los tratamientos no suplementados con
dl-alfa-tocoferil, tuvieron en ciertos parametros efectos muy negativos, como lo fue
en el caso de los tarsos asi como en la viveza de los pollitos. Cabe mencionar, que
los pollitos criados bajo estos tratamientos no recibieron una suplementacién de dl-
alfa-tocoferil 1o que de acuerdo con Stawinska et al. (2013) pudo provocar un
incremento de especies reactivas y agotar las reservas de energia durante el
proceso de nacimiento, en comparacion con aquellos que recibieron la alimentacion
in ovo (Hossain et al., 1998) afectando su comportamiento al nacimiento (Kristensen
et al., 2007). Aunque la luz verde tuvo efectos positivos en los parametros
productivos (Stawinska et al., 2013), generd respuestas no deseables al momento
del picaje, ya que éste se realizd en la parte media del huevo y no en la camara de
aire, debido a un inapropiado posicionamiento durante los Ultimos dias de
incubacion. De acuerdo con Archer et al. (2009), esto se debe a que la luz verde en
dosis elevadas genera alteraciones en la lateralizacién del cerebro (Rogers et al.,

1998) asi como asimetrias, especialmente en los tarsos.
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X. CONCLUSIONES

De los resultados obtenidos en este estudio, se establece que la combinacion de dI-
alfa tocoferil y luz verde mejoraron la calidad del pollito al nacimiento en cuanto al
peso y tamano de los pollitos, ademéas de que no hubo presencia de deformidades
en las variables de calidad medidas, incrementando el porcentaje de pollitos de
primera calidad.

La estandarizacién de la técnica de la inyeccion in ovo, redujo el dafio fisico al
embrion y fue de mayor precisidon en la administracion de nutrientes en el saco

vitelino.

Por otra parte, la luz verde por si sola tiene efectos positivos en relacién con la
ganancia de peso y crecimiento del pollito se refiere, sin embargo, presenta efectos
no deseados en otros parametros medibles para la calidad del pollito.

Finalmente se sugiere continuar con mas estudios que, mas que ser aplicables en
la industria avicola, sirvan como guia para realizar mas investigaciones que
involucren la generacion de embriones de pollo como modelos experimentales con
estandares de excelente calidad y asimismo, puedan ser aplicables en embriones

de importancia econémica asi como para la conservacién de especies.
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EFECTO DE LA LUZ Y SUPLEMENTACION CON dl-alfa tocoferil EN
EL DESARROLLO EMBRIONARIO Y CALIDAD AL NACIMIENTO
DEL POLLITO

Resumen

El presente estudio se realiz6 con la finalidad de suplementar dl-alfa tocoferil en
combinacién con luz verde monocromatica para conocer el efecto que tiene sobre el
desarrollo embrionario del pollito y la calidad del mismo al nacimiento. Se trabajé con
80 embriones de la linea genética Bovans White con los cuales se formaron 4
tratamientos: 1) Control (Luz natural), 2) Luz natural + dl-alfa tocoferol, 3) Luz verde y
4) Luz verde + dl-alfa tocoferol. La luz verde se colocé a partir del dia 7 de desarrollo
embrionario hasta el dia 19. La inyeccién in ovo, dl-alfa tocoferil (Eternal®) se aplic6 en
el saco vitelino, el dia 14 de incubacion. Al nacimiento, se evaluard peso; longitud del
pollito y de los tarsos; color y calidad de la piel; calidad de las plumas: forma del créneo,
pico, quilla, escdpula, alas y tarsos; calidad de ojos; cicatrizacién de ombligo y; viveza
del pollito. Se realiz6 un andlisis de varianza (ANOVA) y una prueba de comparacién
multiple entre medias con una T de Student (p< 0.05) para las variables de peso, longitud
del pollito y de los tarsos. Para las variables de respuesta de calidad del pollito al
nacimiento se realiz6 un andlisis de correspondencias multiples. En los resultados
obtenidos se observo que el efecto de la luz verde y su combinacién con dl-alfa-tocoferil
mejoraron la calidad de los pollitos, incrementando la calidad de los pollitos nacidos. Los
resultados pueden ser aplicados a investigaciones que involucren la generacion de
embriones de pollo como modelos experimentales con estandares de excelente calidad y

en embriones de importancia econdmica asi como para la conservacion de especies.

Palabras clave: Incubacion, calidad, vitamina E, luz, eclosion.
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Introduccion

La importancia de produccién de embriones de pollo de alta calidad, no se sélo se
relaciona con el aspecto alimentario a nivel mundial y nacional, sino que también
concierne al aspecto de nutricion animal, mejoramiento sanitario, resistencia a
enfermedades, productividad, desarrollo de nuevas tecnologias, como la gendmica,
generacion de bancos gendmicos y preservacion de especies en cautiverio (Kalinka y
Tomancak, 2012). Dado que el uso de modelos de mamiferos no es bien visto por los
aspectos éticos y por la gran labor que se requiere al momento de hacer vivisecciones
(Giannaccinti et al., 2014), la manipulacion in ovo es una herramienta facil de utilizar que
no afecta la viabilidad de los organismos, necesaria para la obtencion de caracteristicas
especiales por la edad del embrién o por el desarrollo de 6rganos (Palmquist-Gomes et

al., 2016).

Durante el picaje y la eclosion del pollito se demanda una gran cantidad de nutrientes que
sirven como combustible durante las siguientes 24 horas post-eclosion. Para esto las aves
se alimentan de los residuos del saco vitelino que aporta nutrientes para proveer energia.
Sin embargo, este alimento no parece ser suficiente para cumplir con los requerimientos
nutricionales provocando la movilizacién de nutrientes, para proveer energia causando
pérdidas de peso corporal en la parvada (Chen et al., 2010). La alimentacion in ovo con
dl-alfa tocoferil en el saco amnidtico, permite evitar las pérdidas de peso durante el
desarrollo embrionario, incrementar el porcentaje de viabilidad y mejorar la calidad del
pollito al nacimiento (Moghaddam et al., 2013). Asi como los tratamientos nutricionales,
la modificacién a las condiciones ambientales experimentales, la aplicacion de luz verde
monocromdtica tiene un rol en las actividades biolégicas y estd asociada con la
aceleracion del desarrollo embrionario (Rozemboim et al., 2013) y el nacimiento pronto
de los pollos (Archer y Mench, 2014) ya que estimula los fotorreceptores retinales o
pineales, al sistema endocrino y musculos. Este proceso tiene mayor eficacia durante los
dias criticos de incubacién (dias 3, 7, 14 y 19) (Moraes et al., 2003; Ozkan et al., 2012)
ya que provoca cambios perinatales epigenéticos en las funciones del cuerpo (impronta
de las funciones del cuerpo) (Nassar ef al., 2015). Al nacimiento, es posible evaluar la

calidad de los mismos por medio de pardmetros fisicos, inmunoldgicos, fisiolégicos y
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locomotores positivos desarrollados durante el crecimiento del embrion que son
indicadores de pardmetros productivos (viabilidad, ganancia de peso, produccién de
carne y huevo) y anatémicos- fisioldgicos de interés para y dreas de investigacion

(Quintana, 2016).

Dicho esto, es posible mencionar que el efecto de la luz verde, incrementara el
metabolismo de la dl-alfa tocoferil suplementada en el vitelo embrionario, por lo cual se
obtendran pollitos con mejor desarrollo de los 6rganos, lo cual se reflejard en un mayor
desarrollo musculo esquelético de los pollitos. Por lo cual, el objetivo de este estudio fue
conocer el efecto que tiene la suplementacion de dl-alfa tocoferil en combinacién con la
luz verde monocromatica sobre el desarrollo embrionario del pollito y la calidad del

mismo al nacimiento.
Material y Métodos

1. Material Biolégico.

Se trabajé con 80 embriones de la linea genética Bovans White con 4 dias de
almacenamiento y provenientes de reproductoras con un ciclo de reproduccién de 22
semanas de edad, con los cuales se formaron 4 tratamientos: 1) Control (Luz natural), 2)
Luz natural + dl-alfa tocoferil, 3) Luz verde y 4) Luz verde + dl-alfa tocoferil. Los huevos
obtenidos se desinfectaron con Yodo al 8% (Isodine), se ovoscopiaron y se evaluaron de
acuerdo a la calidad del cascardén (textura, color, forma) para seleccionar los incubables

de los no incubables.

Los embriones se incubaron bajo las mismas condiciones ambientales: temperatura

37.7°C, humedad 60%, ventilacién14 cm?*/min y volteo cada 90 minutos.
2. Luz Verde

Para la luz verde se utilizaron dos focos LED color verde marca Ecosmart™ de 5 watts,
correspondientes a 5 lux (Halevy et al., 1998a). Estos se colocaron en la incubadora en

la parte superior de la misma, de tal manera que la luz se distribuyera en toda la
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incubadora. La luz se coloc6 a partir del dia 7 de desarrollo embrionario hasta el dia 20

con un fotoperiodo 14 Luz: 10 Obscuridad.
3. Dl-alfa tocoferil

Se utilizaron cédpsulas de dl-alfa tocoferol (Eternal®) que contienen Acetato de dl-alfa
tocoferil de 400mg, equivalentes a 400 U. I. dl-alfa tocoferol. La inyeccién se aplicé en
el dia 14 de incubacion. Se utilizaron jeringas desechables con aguja de insulina de un
grosor de 25mm (Salary et al., 2014) y la inyeccidn se aplico en el saco vitelino (Bhanja

et al., 2003).
Inyeccion in ovo

Se estandariz6 una técnica que dividiera la mitad del huevo con una linea imaginaria, de
tal manera que, el embrién quedard en la parte superior del huevo y el saco vitelino en la
parte inferior. Con la aguja de la jeringa, se perfor6 cuidadosamente la parte inferior del
huevo y se aplic6 el dl-alfa tocoferil. Para finalizar, se sell6 el orificio con una gota de

Resistol blanco. El tiempo maximo para este procedimiento fue de 40 seg/huevo.
4. Parametros de calidad del pollito al nacimiento

Posteriormente de haber nacido el pollito, se evaluaron las siguientes caracteristicas: peso
(con una béscula digital); longitud del pollito (con un Vernier se midi6 la longitud del
pollito, desde el pico hasta la punta de los dedos) y; longitud de los tarsos (con el mismo
Vernier, se midio el tarso derecho, desde el fémur hasta la punta de los dedos). Ademas,
se observé el color de la piel, calidad de las plumas, forma del craneo, pico, quilla,
escdpula, alas, tarsos, ojos, cicatrizacion del ombligo y viveza del pollito. Una vez
clasificadas las variables observadas, se procedié a calificar con el puntaje asignado a

cada criterio evaluado en los pollitos recién nacidos.

Una vez obtenidos todos los puntajes se procedié a realizar la sumatoria de todos los
criterios para asi, poderlos clasificar en 3 tipos de cualidades (Boerjan, 2002): primera
calidad (sumatoria de <110 pts.) = 100-66.66%; segunda calidad (sumatoria de <100 pts.)
= 66-33.33% y; tercera calidad (sumatoria de <50 pts.) = 33-0%.
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5. Analisis estadistico

Se realiz6, para cada una de las variables de peso al nacimiento, longitud del pollito y de
los tarsos, se realizé un andlisis varianza (ANOVA) y una prueba estadistica de T de

Student para la comparacion entre medias (p<0.05).

Para las variables de respuesta: color de la piel, calidad de las plumas, forma del craneo,
pico, quilla, escdpula, alas y tarsos, forma de los ojos, limpieza del ombligo y viveza del
pollito, primeramente se realiz6 la clasificacion de los pollitos de acuerdo a las calidades
mencionadas y posteriormente se realizé un analisis de correspondencias multiples para

conocer la relacion entre las variables y los tratamientos.
RESULTADOS Y DISCUSION

1. Peso, longitud del pollito y longitud de tarsos

La comparacion de las variables de peso al nacimiento, longitud del pollito y de los tarsos

entre los tratamientos se observa en el Cuadro 1.

e Peso

Cuadro 1. Peso al nacimiento, longitud de pollitos y longitud de tarsos.

Peso (g) Longitud del pollito (cm)  Longitud de tarsos (cm)
Tratamiento _ _ —
X +D.E. X +D.E. X +D.E.
Luz natural 39.91+6.41° 10.55+1.78? 2.85+0.56%
Luz natural + dl-alfa-tocoferil 38.00+4.44° 10.75+0.75* 2.75+0.42%
Luz verde 51.50+5.25° 10.1941.72° 2.2340.75°
Luz verde + dl-alfa-tocoferil 45.9046.40¢ 10.99+1.41° 2.194+0.61°

ab< Valores con diferente literal son estadisticamente significativos (P<0.05).
n=20 embriones por tratamiento.

Estos resultados destacan que los pollitos nacidos del tratamiento de luz verde y luz verde

+ dl-alfa-tocoferil, tuvieron una ganancia de peso significativa (P<0.05) en comparacién

86



con los demds tratamientos. No se observan diferencias significativas entre los

tratamientos de luz natural y luz natural + dl-alfa-tocoferil (Cuadro 1).
e Longitud del pollito y longitud de tarsos

En cuanto a la longitud del pollito no se observaron diferencias significativas entre los
tratamientos (P<0.05). Sin embargo, se puede destacar que los tratamientos
suplementados con dl-alfa-tocoferil tuvieron una longitud promedio mds elevada en
comparacién con aquellos que no fueron suplementados. Cabe sefialar, que la
combinacién de la luz verde con la dl-alfa-tocoferil aumento6 la longitud de los pollitos
recién nacidos. Sin embargo, los resultados obtenidos para la longitud de los tarsos,
muestran diferencias significativas entre los dos tratamientos de luz natural comparados
con los de luz verde, siendo los primeros dos tratamientos, los que mayor longitud de

tarsos obtuvieron (Cuadro 1).
2. Calidad del pollito al nacimiento

Al realizar la clasificacion de los pollitos de acuerdo a los criterios evaluados, se observo
un porcentaje elevado de pollitos de primera calidad en comparacién con los de luz
natural, siendo la combinacién de la luz verde + dl-alfa-tocoferil el que obtuvo 100% de
pollitos de primera calidad, mientras que el tratamiento de luz verde obtuvo un 95% de
pollitos de primera calidad y un 5% de pollitos de segunda calidad. Ninguno de los dos
presentd pollitos de tercera calidad. En cuanto a los tratamientos de luz natural, se
observo que el tratamiento de luz natural + dl-alfa-tocoferil, a pesar de que presentd
porcentajes en las 3 diferentes calidades de los pollitos evaluados, resalté un indice
aceptable de pollitos de primera calidad comparado con el de luz natural. Sin embargo,
el tratamiento de luz natural no presento pollitos de tercera calidad como el tratamiento

combinado con la dl-alfa-tocoferil.

Por otro lado, el anélisis de correspondencias explic la dispersion de los datos respecto
a los tratamientos evaluados, debido a la inercia de los datos, por lo que se observé que
las variables estaban mas dispersas de los tratamientos luz natural + dl-alfa-tocoferil
(0.40570) y luz verde + dl-alfa-tocoferil (0.24810), mientras que los tratamientos de luz

verde (0.16757) y luz natural (0.17864), tuvieron mayor efecto en las variables evaluadas.
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Dicho esto, se compararon estos resultados con las figuras obtenidas en el mismo analisis,

los cuales nos indican las variables afectadas por los diferentes tratamientos.

Para las dimensiones 1 y 3, se observa que la calidad de la piel estd positivamente
asociada con el efecto de los tratamientos combinados con la dl-alfa-tocoferil y
negativamente afectada por la luz verde. En cuanto a la calidad de las plumas se observa
una ligera asociacion negativa entre los tratamientos de luz natural y luz verde,
coincidiendo con el Figura 1 (dimensiones 2 y 3); asimismo se puede notar una nula

relacion con los tratamientos suplementados.

Para la forma del craneo se observa una alta asociacion del efecto del tratamiento de luz
natural + dl-alfa-tocoferil (Figura 1) y luz verde + dl-alfa-tocoferil (Figura 2), indicando
que la suplementacion mejora positivamente la formacion del mismo, por el contrario

del efecto de la luz verde por si sola.

En cuanto a los tarsos, la luz natural tuvo un efecto negativo en la forma y solidez de los
mismos, mientras que el tratamiento de luz verde + dl-alfa-tocoferil disminuy6
ampliamente las deformidades en los mismos asi como la prevenciéon de sitios

inflamados (Figuras 1 y 2).

Por otro lado, el tratamiento de luz natural influy6 negativamente en la cicatrizacion del
ombligo, contrario de lo observado con el tratamiento de luz verde + dl-alfa-tocoferil, el
cual demuestra una asociacién positiva con la rapida cicatrizacion del mismo (Figuras 1
y 2). Asimismo, la viveza del pollito fue negativamente afectada por el tratamiento de
luz verde, notando algunas de las aves decaidas, mientras que el tratamiento de luz verde

+ dl-alfa-tocoferil mejor6 el comportamiento del pollito al nacimiento.

Finalmente, cabe sefalar que la forma e integridad de los ojos, pico, quilla, esciapulas y
alas se vieron ligeramente afectadas por todos los cuatro diferentes tratamientos,
indicando que los tratamientos utilizados no influyen como tal en su proceso de

formacion.
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DISCUSION

1. Peso, longitud del pollito y longitud de los tarsos

e Peso

Debido a que el tratamiento con luz verde tuvo un peso més elevado comparado con los
otros tratamientos, es posible decir que la luz afect6 positivamente en la ganancia de masa
muscular de los embriones. Este efecto concuerda con lo mencionado por Rozemboim et
al. (2013), pues los embriones criados bajo luz verde fluorescente tienden a mejorar
notablemente la ganancia de peso en comparacion con aquellos criados bajo otro tipo de
color de luz u obscuridad, ya que la estimulacion con luz verde en los dias criticos (dia
14) del desarrollo embrionario (Oskan et al., 2012), acelera el crecimiento de la masa
muscular (Halevy et al., 2006b), especificamente, las células “satélite”, las cuales se
mantienen estimuladas hasta los primeros 5 dias de edad del pollito, permitiendo que

tengan una eclosion temprana de al menos un dia previo a la fecha establecida.

Por otro lado, la combinacién de la luz verde + dl-alfa-tocoferil sugieren que en conjunto,
pueden mejorar el desempeiio de los embriones al proveer un estimulador de la masa y
muscular asi como una reserva extra de antioxidantes que definirdn un mejor estado fisico

de los pollitos al nacimiento (Schaal, 2008).
e Longitud del pollito y de los tarsos

De acuerdo con Archer et al. (2009), la longitud del pollito, depende de la
fotoestimulacién que se percibe en los dias criticos, ya que al estimular la glandula pineal
se estimulan a su vez, otra serie de mecanismos, como las ya mencionadas células
“satélite” y los genes pax 7, permitiendo una sobreexpresion de receptores musculares
que aceleren el desarrollo del pollito disminuyendo el periodo de incubacién y mejorando
el tamafio de los pollitos, sucediendo esto también en las extremidades. Aunque el tamafio
de las aves depende directamente de las variables genéticas y condiciones de los huevos
previos a su incubacidn, Salary et al. (2014) mencionan que una suplementacién de
nutrientes exdgenos en la yema de tal manera que los requerimientos nutricionales de los

embriones estén completos para su uso en la formacion de 6rganos y huesos y que sirvan
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como reserva una vez eclosionados los pollitos y no existan pérdidas de peso ni afectacion

de los 6rganos internos.
2. Calidad del pollito al nacimiento

De acuerdo con las clasificaciones de calidad que se realizaron de los pollitos nacidos, se
observo que los tratamientos con luz verde tuvieron un porcentaje alto de primera calidad
comparado con los tratamientos de luz natural. Se conoce que las condiciones
ambientales durante la embriogénesis del pollito son fundamentales para su bienestar y
desempefio productivo visible al nacimiento. De acuerdo con Nickla y Totonelly (2016),
la luz, al estimular a los fotorreceptores presentes en el ojo y la glandula pineal genera
cambios en el desarrollo del sistema nervioso que afectan la salud (Slawinska et al.,
2016), el peso, la productividad de los pollitos al nacimiento y su comportamiento
(Archer et al., 2009). Mientras que el efecto de la dl-alfa-tocoferil, tiene como efecto la
disminucién de radicales libres liberados al momento del picaje y durante todo el proceso
de nacimiento. Como se menciond anteriormente, la administraciéon exdgena de
nutrientes, previo al nacimiento, se convierte en una reserva de nutrientes necesarios para
su mantenimiento y crecimiento que permitirdin que haya un porcentaje de viabilidad
elevada durante el primer dia hasta los primeros 7 dias de nacimiento, comparados con
aquellos que no fueron suplementados y en los cuales existe un desvio de nutrientes en
el organismo afectando los pardmetros de produccion y de calidad de los pollitos (Chen
et al., 2010). Molenaar et al. (2010) y Moghaddam et al. (2013) coinciden en que la
administracion de nutrientes durante la ultima fase de desarrollo embrionario mejora el

estatus de salud tanto del embrién como del pollito.

Es importante destacar que el tratamiento de luz natural + dl-alfa tocoferil tuvo un 10%
mads de pollitos de primera calidad debido a la suplementacion de antioxidantes, los cuales
permitieron a aquellos embriones que se encontraban en mala calidad o bien, habian
agotado sus reservas de nutrientes, eliminar aquellos radicales libres que pudieron haber
afectado el proceso de nacimiento. Si bien es cierto que se tuvo un 20% de pollitos de
tercera calidad, se puede decir que la administracion de esta vitamina antioxidante redujo

el porcentaje de pollitos de mala calidad (Schaal, 2008).
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En cuanto al andlisis de correspondencias, se observa una asociacion tanto positiva como
negativa entre los tratamientos y cada pardmetro evaluado. Se destaca que los
tratamientos suplementados con dl-alfa-tocoferil mejoraron la calidad de los pollitos, ya
que no tuvieron efectos negativos en la formacién de piel, huesos y ojos. De acuerdo a
Surai et al. (2016), este efecto se debe a una correcta absorciéon de la vitamina en el
organismo de las aves durante el ultimo tercio de desarrollo embrionario sin generar un
desvio de nutrientes de los érganos y musculos en proceso o ya formados (Singh et al.,

2006).

Asimismo, en este estudio se detecta que los tratamientos no suplementados con dl-alfa-
tocoferil, tuvieron en ciertos parimetros efectos muy negativos, como lo fue en el caso
de los tarsos asi como en la viveza de los pollitos. Cabe mencionar, que los pollitos
criados bajo estos tratamientos no recibieron una suplementacién de dl-alfa-tocoferil lo
que de acuerdo a Zeman et al. (2016) pudo provocar un incremento de especies reactivas
y agotar las reservas de energia durante el proceso de nacimiento, en comparacién con
aquellos que recibieron la alimentacién in ovo (Hossain et al., 1998) afectando su
comportamiento al nacimiento (Kristensen et al., 2007). Aunque la luz verde tuvo efectos
positivos en los pardmetros productivos (Slawinska et al., 2013), genero6 respuestas no
deseables al momento del picaje, ya que éste se realizé en la parte media del huevo y no
en la cdmara de aire, debido a un mal posicionamiento durante los ultimos dias de
incubacién. De acuerdo a Archer et al. (2009), esto se debe a que la luz verde en dosis
elevadas genera alteraciones en la lateralizacion del cerebro (Rogers et al., 1998) asi

como asimetrias, especialmente en los tarsos.

De los resultados obtenidos en este estudio, se establece que la combinacién de dl-alfa
tocoferil y luz verde mejoraron la calidad del pollito al nacimiento en cuanto al peso y
tamafio de los pollitos, ademads de que no hubo presencia de deformidades en las variables

de calidad medidas, incrementando el porcentaje de pollitos de primera calidad.

La modificacion de la técnica para la aplicacion de la inyeccidn in ovo redujo el dafio
fisico al embrién y fue de mayor precision en la administraciéon de nutrientes en el saco

vitelino.

91



Por otra parte, la luz verde por si sola tiene efectos positivos en relacion con la ganancia
de peso y crecimiento del pollito se refiere, sin embargo, presenta efectos no deseados en

otros pardmetros medibles para la calidad del pollito.

Finalmente se sugiere continuar con mds estudios que, més que ser aplicables en la
industria avicola, sirvan como guia para realizar mas investigaciones que involucren la
generacion de embriones de pollo como modelos experimentales con estdndares de
excelente calidad y asimismo, puedan ser aplicables en embriones de importancia

econdmica asi como para la conservacién de especies.
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Figura 1. Descripcion grafica del efecto de los tratamientos en las dimensiones 1 y 3.
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Figura 2. Descripcion grafica del efecto de los tratamientos en las dimensiones 2 y 3.
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