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RESUMEN

La industria de las aves de corral utiliza carotenoides para mejorar la pigmentacion de
productos, tales como pollos y huevos, en parte, para satisfacer las preferencias del
consumidor por la pigmentacion de la piel de pollo y de la yema en tonos anaranjados.
Las materias primas utilizadas en las formulaciones de alimentos de pollos y gallinas no
son capaces de proporcionar cantidades suficientes de carotenoides para alcanzar la
pigmentacion de la piel y de la yema suficiente para satisfacer las demandas de los
consumidores. Por lo tanto, la industria avicola utiliza pigmentos como aditivos para
piensos. Estos pueden ser de origen natural o sintético y en las proporciones adecuadas
de los ingredientes clave se puede alcanzar el color deseado. A partir del maiz blanco de
Sudéafrica M37W carente de carotenoides en la UdL se ha creado por ingenieria genética
una variedad (M37W Ph3) que acumula altos niveles de B-caroteno, licopeno, luteina a-
criptoxantina y zeaxantina. M37W Ph3 se ha utilizado en este estudio para probar la
hipdtesis de que el maiz fortificado genéticamente puede suministrar los aditivos de

color en la alimentacion en una forma biodisponible. GGG
M BN N N N N BN .
e

En los experimentos descritos en esta tesis hemos
observado efectos significativos en términos de pigmentacion en la piel, la carne de
pechuga y muslo, crestas, patas, grasa y otros drganos en los animales criados con dietas
suplementadas con maiz fortificado. No se observaron efectos negativos sobre la salud
de los pollos alimentados con cualquiera de las dietas experimentales. Los higados de
las aves alimentadas con la dieta rica en carotenoides acumulan casi el doble de la
cantidad de retinol en comparacién con los de la dieta control. La bolsa de Fabricio, que
normalmente se atrofia a medida que avanza la edad de los animales fue mayor en los
animales criados con el maiz M37W-Ph3. También se desed determinar si los animales
criados con una dieta alta en carotenoides podrian ser protegidos en todo o en parte,
después de la infeccion con Eimeria tenella, un parasito que causa coccidiosis.
Curiosamente se observo una disminucion significativa de la excrecion de ooquistes de
coccidios en las heces. Esto fue concomitante con una disminucion en la gravedad de la
dermatitis plantar y las lesiones ulcerosas digitales posteriores al desafio de E. tenella.
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RESUM

La industria avicola utilitza carotenoides per millorar la pigmentacié de productes, com
ara pollastres i ous, en part, per satisfer les preferencies del consumidor per la
pigmentacié de la pell de pollastre i del rovell en tons ataronjats. Les matéries primeres
utilitzades en les formulacions d'aliments de pollastres i gallines no sén capacos de
proporcionar quantitats suficients de carotenoides per assolir la pigmentacié de la pell i
del rovell suficient per satisfer les demandes dels consumidors. Per tant, la industria
avicola utilitza pigments com a additius per a pinsos. Aquests poden ser d'origen natural o
sintétic i en les proporcions adequades dels ingredients clau es pot aconseguir el color
desitjat. A partir del blat de moro blanc de Sud-africa M37W sense carotenoides a la UdL
s'ha creat per enginyeria genética una varietat (M37W Ph3) que acumula alts nivells de §3-
carote, licope, luteina a-criptoxantina i zeaxantina. M37W Ph3 s'ha utilitzat en aquest
estudi per provar la hipotesi que el blat de moro fortificat genéticament pot subministrar
els additius de color a l'alimentacié en una forma biodisponible. || GG
e
e
I in cls experiments descrits en aquesta tesi hem observat efectes significatius
en termes de pigmentacié a la pell, 1a carn de pit i cuixa, crestes, potes, greix i altres drgans
en els animals criats amb dietes suplementades amb blat de moro fortificat. No es van
observar efectes negatius sobre la salut dels pollastres alimentats amb qualsevol de les
dietes experimentals. Els fetges de les aus alimentades amb la dieta rica en carotenoides
acumulen gairebé el doble de la quantitat de retinol en comparacié amb els de la dieta
control. La borsa de Fabricio, que normalment degenera a mesura que avanga l'edat dels
animals va ser més gran en els animals criats amb el blat de moro M37W-Ph3. També es va
desitjar determinar si els animals criats amb una dieta alta en carotenoides podrien ser
protegits en tot o en part, després de la infeccié6 amb Eimeria tenella, un parasit que causa
coccidiosi. Curiosament es va observar una disminuci6é significativa de I'excrecid
d'ooquists de coccidis en la femta. Aquest va ser concomitant amb una disminuci6 en la
gravetat de la dermatitis plantar i les lesions ulceroses digitals posteriors al desafiament
d'E tenella.
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SUMMARY

The poultry industry utilizes carotenoids to enhance the pigmentation of products such as
chickens and eggs in part to satisfy consumer preferences for yellow chicken skin and
orange yolk pigmentation. The raw materials used in poultry feed formulations are unable
to provide sufficient amounts of carotenoids to achieve the skin and yolk pigmentation
levels to meet consumers’ demands. Therefore, the poultry industry uses pigments as feed
additives. These can be of natural origin or synthetic and in the appropriate proportions of
key ingredients the desired color can be achieved. The South African white maize inbred
M37W is devoid of carotenoids but a genetically engineered derivative, created at the UdL
(M37W-Ph3) accumulates high levels of 3-carotene, lycopene, lutein a-cryptoxanthin and
zeaxanthin. M37W-Ph3 has been used in this study to test the hypothesis that genetically
fortified maize can supply the feed color additives in a bioavailable form. || NN

-
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experiments described in this thesis we observed dramatic effects in terms of the
pigmentation in the skin, breast and thigh meat, crests, shanks, fat and other organs in
animals reared on supplemented diets with the biofortified maize. No negative effects on
the health of the chickens fed on any of the experimental diets were observed. The livers of
birds fed on the high-carotenoid diet accumulated nearly double the amount of retinol
compared to those on the control diet. The Bursa of Fabricius which normally degenerates
as the animal matures was bigger in animals reared on the biofortified M37W-Ph3 maize.
We also wished to ascertain if animals reared on the high carotenoid diet might be
protected fully or in part following infection with Eimeria tenella, a causal parasite for

coccidiocis. Interestingly a significant decrease of coccidia oocysts excretion in the feces
was observed. This was concomitant with a decrease in the severity of foot pad dermatitis
and digital ulcer lesions following the E. tenella challenge.
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1.1 PRODUCCION DE CARNE DE POLLO Y HUEVOS DE GALLINA

La domesticacion de las aves por los humanos se inicia con la gallina 6.000 afios a.C. en la
zona de la actual China (West y Zhou 1989), también se dispone de evidencias de
domesticacion en el valle de Indo, datadas 2.000 afios a.C.. Las culturas Egipcia, Griega,
Romana y Arabe hicieron uso de las aves y de su gran capacidad de adaptacién para vivir
en el entorno doméstico, parte de este conocimiento ha sido transmitido hasta nuestra
época, entre otros, en los textos de Plinio, Aristételes, Columela, Abencenif y Gabriel
Alonso de Herrera quien a principios del siglo XVI deja constancia de la practica de la
avicultura en el Capitulo XV del libro 52 del Libro de Agricultura (1513). Se sabe que los
espafioles llevaron las gallinas a América, aunque se especula con que ya existiesen alli,
hecho que se refuerza con la presencia de la gallina Araucana, cuyo origen no es facil de
definir (Crawford 2003).

1.1.1 Produccion de carne de pollo

La carne de pollo ha sido consumida a lo largo de la historia por todas las civilizaciones y
en la actualidad es la segunda mas consumida en todo el mundo (93 millones de toneladas
anuales) (FAO 2013). El consumo de pollo como alimento habitual de la poblacién, se
inicia a principio del siglo XX, en la zona Este de Estados Unidos consolidandose el uso de
la palabra que lo define, “broiler” (Leeson y Summers 2000) a partir del sistema de
cocinado conocido en inglés como “broiling”, en el cual la llama incide directamente sobre
el producto cocinado (Collins 2014).

Durante la década de 1960 se produjo el verdadero inicio de la avicultura industrial en
Espafia, un modelo avicola ejemplar en muchos aspectos, pero dependiente del exterior en
dos cuestiones importantes: la genética y la alimentaciéon. Rapidamente el modelo
empresarial que se impuso fue la integracién verticall, sistema que se mantiene en la
actualidad (Buxadé 1988).

En 2013 en Espafia, existian 5.034 explotaciones avicolas dedicadas directamente a la cria
de pollos, cuya produccién fue de 1,12 millones de toneladas de carne. En la clasificaciéon
de paises de la Union Europea, ocupa el tercer puesto representando el 11,6% de la
produccién comunitaria, estos valores se mantienen estables durante la dltima década,
probablemente porque el consumo aparente de carne de pollo, junto con el resto de carnes
de ave, se mantiene con ligeras fluctuaciones en 29,4 Kg por persona y afio (MAGRAMA
2014b).

La seleccion de los pollos por velocidad de crecimiento no fue prioritaria hasta la década
de 1930, en la que los pollos, en muchos casos machos de raza Leghorn sufrieron elevada
mortalidad debido a su especial sensibilidad a la enfermedad de Marek. En la regién de
Delmarva (USA) se popularizaron los cruces de machos de raza Cornish White y hembras

1 En el modelo de integracion vertical, el ganadero aporta la instalacién, mano de obra y experiencia
profesional, quedando el resto a cargo de la empresa integradora, normalmente una empresa fabricante de
piensos compuestos.
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de raza White Plymouth Rock, debido a su mayor resistencia a la enfermedad de Marek,
ciclo de vida mas corto y crecimiento mas rapido(Leeson y Summers 2000).

La reduccién del coste de produccién de carne de pollo en el periodo 1934-1960, fue del
53,45%, y en el periodo 1960-2004, del 58,33 % (USDA 2006). Los experimentos de
Havenstein et al. (2003) demostraron que el avance genético ha sido el responsable de
entre el 85y el 90% del incremento del crecimiento de los pollos durante el periodo 1956-
2003, siendo la nutricion la responsable del 10-15 % restante.

La produccion de carne de pollo genera menos emisiones de gases invernadero por unidad
de producto que ninguna otra produccién ganadera de carne. Durante los dltimos 20 afios,
la reduccion de esta emision derivada del avance en genética, ha sido del 25%, y se espera
en los proximos 20 afios repetir una reducciéon similar (Jones et al. 2008).

Esta elevada velocidad de crecimiento y la eficiencia en la produccién ha generado algunos
débitos biolégicos, que se observan en los broilers, como la discondroplasia tibial (DT), la
ascitis o la pododermatitis (Cooper y Wrathall 2010). Los programas de seleccién genética
tienen en cuenta el buen estado de las patas en los criterios de selecciéon y aunque se
consiguen resultados positivos, es a costa de una correlacién negativa con el peso corporal
(Kapell et al. 2012).

Dermatitis plantar o pododermatis, es una lesién de las patas de los pollos, que cursa con
inflamacién, necrosis y udlceras en la cara plantar de las garras. La prevalencia del
problema es elevada, resultando positivos mas del 60% de los pollos sacrificados, de los
cuales mas del 40% tienen lesiones medias o severas (de Jong et al. 2012). Las causas
citadas son multifactoriales, pero se pueden resumir en: el entorno, la nutricién y la
genética. El problema de la pododermatitis afecta al bienestar de los pollos de engorde, la
seguridad alimentaria y el rendimiento econdémico, esto ultimo agravado por la
revalorizacidn de las patas en el mercado asiatico (Shepherd y Fairchild 2010).

Todas las culturas contemporaneas aceptan la carne de pollo como producto alimentario,
su consumo ha crecido espectacularmente en los ultimos afios. Actualmente, la industria
avicola mundial, es capaz de proporcionar 40 g de carne de ave por persona y dia, un
aporte que de ser homogéneo en el mundo ayudaria a reducir los déficits nutricionales, el
crecimiento de este tipo de produccién durante los ultimos 50 afios ha sido del 1.117%
(FAO 2012, 2013; United Nations 2013).

1.1.2 Produccion de huevo para consumo

Con una poblacién de 7.000 millones de personas en el mundo, durante el afio 2012, se
produjeron méas de 100.000 millones de docenas de huevos; en consecuencia el
abastecimiento mundial de huevo de gallina es aproximadamente de 0,5 huevos por
persona y dia, el crecimiento mundial de la produccién de huevo durante el tltimo medio
siglo fue el 453 % (FAO 2012; United Nations 2013).

En el afio 2012, las 1.492 explotaciones espafiolas de gallinas ponedoras, alojaron un
censo de 43.643.000 gallinas y produjeron mas de 950 millones de docenas de huevos, que
de acuerdo con la poblacién existente supone aproximadamente 248 huevos por personay
afio, aunque el consumo real es menor, puesto que Espaia es exportador neto de huevo
hacia otros paises de la Unién Europea y hacia terceros (MAGRAMA 2014a). Los censos y
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las producciones reflejadas por los paises europeos durante la tiltima década han sido muy
variables y desconcertantes, probablemente por la finalizacién de los plazos de aplicaciéon
de la DIRECTIVA 1999/74/CE de 19 de julio de 1999 por la que se establecen las normas
minimas de proteccién de las gallinas ponedoras (CE 1999).

1.2 USO DE MAIZ EN LA ALIMENTACION AVIAR

Mas del 60% de la produccién mundial de maiz es destinada a la alimentacién animal (FAO
1993), la composicién nutritiva del maiz, asi como sus caracteristicas agrondmicas,
especialmente la posibilidad de almacenarlo como grano, lo convierten en una materia
prima de eleccién en la alimentacién de muchas especies animales domésticas, entre ellas
las aves.

Los granos de maiz presentan un peso especifico de 0.696 kg/L y pueden ser incluidos en
el pienso del pollo adulto hasta una concentracién maxima del 70%, (Leeson y Summers
2008), esta elevada tasa de inclusion también es debida a la ausencia de factores
antinutritivos. Porcentajes superiores generaria problemas de tipo tecnolégico en la
fabricacion.

Tabla 1: Perfil nutricional del maiz hibrido comercial.

Materia seca (%) 85,00 Sodio (%) 0,05
Proteina Bruta (%) 8,50 Cloro (%) 0,05
Grasa (%) 3,80 Potasio (%) 0,38
Fibra (%) 2,50 Selenio (ppm) 0,04
E?;‘ﬁfggdetabo“zable 3330  Metionina (%) 0,20
Acido linoleico (%) 1,90 Metionina + Cisteina (%) 0,31
Calcio (%) 0,01  Lisina (%) 0,20
Fésforo disponible (%) 0,13 Tript6fano (%) 0,10
Arginina (%) 0,39  Treonina (%) 0,41
(Leeson y Summers 2000).

En otros ensayos se han disefiado experimentos con dietas en base a maiz, inclusiones
entre el 58 y el 68 % son empleadas en pollo de engorde por Brake y Vlachos (1998), entre
el 48 y el 68% son empleadas posteriormente por el mismo autor (Brake et al. 2003,
2005). En un experimento con gallina ponedora Liu et al. (2012) introdujeron 60%, de
maiz. También con gallinas ponedoras, Jacobs et al. (2008) llegan a valores del 65 al 69 %.
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Tabla 2: Necesidades nutricionales de los pollos, en las etapas de inicio y crecimiento.

Inicio Crecimiento

Hubbard Ross Cobb Hubbard Ross Cobb
EM (kcal/kg) 3.000 3.040 3.023 3.080 3.140 3.166
PB (%) 22,00 22,00 21,50 20,00 20,00 19,50
Ca (%) 0,95 1,00 0,90 0,90 0,90 0,88
P dis (%) 0,44 0,50 0,45 0,40 0,45 0,42
Na (%) 0,19 0,21 0,20 0,19 0,21 0,17
Metionina (%) 0,50 0,53 0,56 0,45 0,46 0,53
Met. + Cis (%) 0,90 0,97 0,98 0,83 0,85 0,96
Lisina (%) 1,25 1,35 1,33 1,15 1,18 1,25
Treonina (%) 0,81 0,87 0,85 0,75 0,70 0,80

EM, energia metabolizable; PB, proteina bruta; P dis, fésforo disponible; Met.+Cis,
metionina mds cisteina. (Leeson y Summers 2000).

1.3 INGENIERIA GENETICA EN MAiZ

El desarrollo de las técnicas de ingenieria genética a partir de los afios setenta y su
incorporacion al sector agricola posibilitaron la obtencién de cultivos genéticamente
modificados. El maiz transgénico es aquel al que han realizado modificaciones genéticas,
insertando uno o mas de un gen con caracteristicas de interés, mediante el uso de la
tecnologia de genes o ADN recombinado.

A través de la tecnologia de ADN recombinado es posible introducir en el maiz genes
exdgenos, procedentes de bacterias, plantas o animales.

El cultivo de maices modificados genéticamente se ha incrementado sustancialmente
desde su introduccién en el comercio. Los que se encuentran actualmente en el mercado
responden a dos caracteristicas agrondmicas: resistencia a insectos y tolerancia a
herbicidas.

En los ultimos afios, la biotecnologia ha producido nuevas variedades de cultivos de
plantas con componentes mejorados como los de proteccién contra infecciones y los que
mejoran la calidad o procesado de tratamientos. Muchos transgénicos se generan para
potenciar en las plantas la resistencia contra insectos (Christou et al. 2006) o tolerancia a
los herbicidas y la mayoria se llevan a cabo en cultivos de gran produccién, como pueden
ser el maiz, la soja, la patata, el algodén o la colza (Brake et alt. 2005).

El maiz constituye el segundo cultivo biotecnolégico por nimero de hectareas, en 2013, en
todo el mundo se sembraron 50,7 millones de hectareas, que representan el 33% de toda
la superficie sembrada con cultivo biotecnolégico (http://www.isaaa.org).

El ejemplo mas notable de este uso, es el maiz con el gen Bt; este gen, procedente del
Bacilus thuringiensis que induce la sintesis de una proteina, CrylAb, con propiedades
insecticidas, que protege al maiz de las larvas del taladro del maiz y de otros lepiddpteros.
Sin embargo es inocua para otros insectos, animales y humanos (Koziel et al. 1993).

La primera variedad de maiz modificado genéticamente comercializada fue el maiz
resistente a insectos, introducida en 1996 en Estados Unidos (Brake et al. 2005).
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Mas recientemente se descubrié otro gen, vip3A4, en el Bacilus thuringiensis, que induce la
expresién de la proteina VIP3A, con caracteristicas insecticidas similares, pero mas
amplias en cuanto a las especies de lepidopteros afectadas: Helicoverpa zea, Spodoptera
frugiperda y Agrotis ipsilon entre otras (Estruch et al. 1996).

La seguridad del uso de estas plantas modificadas genéticamente ha sido estudiada por
varios autores. La posibilidad de que las construcciones originales de la modificaciéon
genética del maiz Bt (Cry1Ab), sean encontradas en carne de pollo o huevos de gallina
quedé descartada por Einspanier et al. (2001), quién a pesar de encontrar acido
desoxirribonucleico (ADN) procedente de los cloroplastos del maiz, no detectd las
construcciones originales del citado gen. Similares resultados fueron hallados en musculo
pectoral de pollo por Jennings et al. (2003).

Se pueden establecer tres periodos en la evolucién de la produccién de vegetales
modificados genéticamente (Christou et al. 2006) en base a su finalidad: una primera fase
donde el objetivo fue fundamentalmente de tipo productivo, resistencia a insectos,
herbicidas etc., una segunda fase, en la que e interés esta en la produccién de vegetales con
caracteristica nutritivas mejoradas ( mas aceite, mas vitaminas, menos alérgenos etc.), y
una tercera fase, en la que directamente se busca la produccion de moléculas
farmacolégicamente activas o deseadas por la industria (Yonekura-Sakakibara y Saito
2006).

El 90% del maiz producido en Estados Unidos es en su origen modificado genéticamente,
el 0,33% de los pollos producidos y el 1,97% de las gallinas lo hacen bajo la denominacién
de la produccién ecoldgica, el resto en su mayoria crecen con una alimentacién basada en
granos modificados genéticamente, fundamentalmente maiz y soja. Las variables de
eficiencia en el crecimiento (viabilidad, ganancia media diaria, e indice de conversion)
durante el periodo 2000-2011, con un predominio en el mercado de los granos
transgénicos ha mantenido y/o mejorado las tendencias previas al uso de estos alimentos
(Eenennaam y Young 2014).

1.4 MAIZ MW37-Ph3 Y BKT

Las variedades de maiz estudiadas han sido generadas en el Laboratorio de Biotecnologia
Vegetal Aplicada, del Departamento de Produccion Vegetal y Ciencia Forestal, Universidad
de Lleida (Naqvi et al. 2009).

La transformacién nuclear combinatoria es un método genético muy avanzado que
permite obtener una rapida produccion de variantes transgénicas de plantas (Naqvi et al.
2010). Las variantes Ph3 y BKT se han obtenido, con el objetivo de provocar una expresion
genética elevada de carotenoides en la planta del maiz. La compleja regulacién enzimatica
de las rutas metabdlicas de los carotenoides, propicia las estrategias multigénicas, de
forma que se consigue la introduccién simultdnea de varios genes y la expresion de sus
combinaciones (Zhu et al. 2008). El sistema empleado para la transferencia génica es el
bombardeo de la célula con particulas de oro recubiertas con la citada construcciéon

Como base genética, fue utilizada la variante salvaje blanca Sudafricana del maiz (M37W),
que tiene una importante falta de carotenos, debido a la ausencia de la enzima fitoeno
sintasa 1 (PSY1) necesaria para la biosintesis de estos metabolitos (Zhu et al. 2008).
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Fueron introducidos 2 genes carotenogénicos: Zmpsyl (Zea mays fitoeno sintasa 1) y
Pacrtl (Pantoea ananatis fitoeno desaturasa). Cada uno de estos genes esta controlado por
diferentes promotores especificos situados en el endospermo de la semilla del maiz.

Los carotenoides son generados en los plastos de las plantas a partir de geranil geranil
difosfato (GGPP). Este elemento sigue una serie de transformaciones biolégicas catalizadas
por enzimas, como la fitoeno sintasa. Se introdujeron los genes mencionados que codifican
para expresar las enzimas necesarias en este proceso que acaba en la obtencién de los
carotenos deseados (Fig. 1).

Fitoeno sintasa 2 Zmpsy1 ———>
y N N
/ 4
Desaturasa + Isomerasa P.

Incrementa

\ EEE— la actividad
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Fig. 1: Reconstruccion y extension de la progresion en la biosintesis de carotenos en el maiz
salvaje. A partir de: Zhu et al. 2008.

Ambos tipos de maiz, M37W y Ph3 presentan una correlacion ldgica entre los fenotipos y
los transgenes expresados (Fig. 1). El fenotipo Ph3, da unos resultados de coloracién
naranja-rojizo en el maiz, por lo que se deduce que el efecto de la expresion fenotipica se
manifiesta con mas intensidad.
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Fig. 2: Efectos fenotipicos: A, maiz M37W; B, maiz Ph3.

Tabla 3: Contenido de carotenos (ug/g ms) en los maices M37W, Ph3 y Ph-6.

M37W Ph3 Ph-6
Fitoeno (ug/g) - 9,40+2,42 18,93+3,86
Licopeno (pg/g) - 26,69+10,65 12,61+1,49
y-Carotenos (ug/g) 0,07+0,03 3,31+0,19 1,55+0,14
a-Carotenos (ug/g) 0,09+0,02 6,10+0,65 5,56+1,28
B-Carotenos (ug/g) 0,14+0,05 57,35+5,77 34,81+4,37
a-Criptoxantina (ug/g) - 12,20+2,32 12,94+1,80
B-Criptoxantina (pg/g) - 5,97+0,65 1,85+0,38
Luteina (ng/g) 0,53+0,14 9,76+1,32 9,14+1,08
Zeaxantina (ng/g) 0,27+0,08 25,36+3,42 13,71+1,81
Adonixantina - - 22,36+3,52
Astaxantina - - 4,46+1.29
Otros - - 8,83
Total (ng/g) 1,1 156,14 146,75

Los valores representan la media # el error estdndar. (Zhu et al. 2008).

El maiz Ph3 obtiene unos resultados muy elevados en contenido en 3-caroteno, zeaxantina
y licopeno, dos de los elementos méas valorados tanto por el aporte vitaminico como por su
efecto pigmentante.

El maiz Ph-6 es el origen del maiz BKT, el aspecto es rojizo y ademas de las inserciones
descritas para el Ph3 se han introducido los genes Iych, procedente de la planta genciana
(Genciana lutea) y el gen crtW, (Paracocus sp.)(Fig. 48). En esta variedad se ha potenciado
la expresion de cetocarotenides como adonaxantina o astaxantina.

1.5 LOS CAROTENOIDES Y SUS FUNCIONES BIOLOGICAS

Los carotenoides son hidrocarbonos (carotenos) y sus derivados oxigenados (xantofilas)
que tienen ocho isoprenoides unidos de tal manera que la disposicion de estas unidades
isoprenoides se invierte en el centro de la molécula de modo que los dos grupos metilo
centrales estan en una relacion posicional 1,6 y los grupos metilo no terminales restantes
estan en una relacién posicional 1,5 (UPAC y IUB 1974).
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Todos los carotenoides pueden derivar de la estructura aciclica C40H56 compuesta por
una cadena central larga que contiene dobles enlaces conjugados y que se pueden
describir por la férmula general C40H560,. Donde n puede estar formada por 0-6
hidrocarburos. Cuando n=0 los compuestos resultantes se denominan carotenos, mientras
que en los carotenoides oxigenados n estd comprendida entre 1y 6 (Surai 2012).

1.5.1 Sintesis y funcion en las plantas

Uno de los principales pigmentos de las plantas son los carotenoides y tienen una funciéon
primordial evitando que el exceso de energia dafe el proceso de la fotosintesis y algunos
como la zeaxantina y los 3-carotenos actian en reacciones conjuntas para evitar los dafios
celulares (Nayak et al. 2001). El color presente en las plantas es obtenido
mayoritariamente de los pigmentos naturales y ofrece informacion a los animales y a los
humanos sobre la identificacién de la planta y de sus partes asi como del momento de
desarrollo en el que ésta se encuentra. También se considera que son primordiales en el
color de las hojas secas, cuando la clorofila ya ha sido destruida (Omayma y Abdel Nasser
2013).

La sintesis de carotenoides en las plantas comienza en los plastos con la condensacion del
difosfato isopentenil (IPP) y el dimetilalil difosfato (DMAPP) para generar el geranil
geranil difosfato (GGPP). Esta reaccidn es catalizada por la GGPP sintasa. Este elemento
sigue una serie de transformaciones bioldgicas catalizadas por enzimas necesarias como la
fitoenosintasa y luego se genera el cromoforo del carotenoide que, en tejidos no verdes, se
convierte todo en trans-licopeno a partir de enzimas y en tejidos verdes la reaccién a
trans-licopeno es espontanea por la presencia de luz y clorofila. El trans-licopeno es un
punto de ramificacion de la via donde a partir de diferentes reacciones derivaran los
distintos carotenoides (Farré etal. 2011).

La sintesis y la acumulacién de carotenoides esta determinada genéticamente, pero la
composicidn y el contenido dependen del ambiente y las condiciones de cultivo (Britton et
al. 2009).

Los vegetales verdes son de este color debido a la presencia de clorofila en el cloroplasto,
donde también se encuentran los carotenoides. Las frutas inmaduras también contienen
los carotenoides en los cloroplastos, pero estos pigmentos pueden permanecer o ser
degradados. En la fruta madura, los carotenoides se sintetizan y acumulan en los
cromoplastos, orgdnulos subcelulares que reemplazan los cloroplastos y pueden derivar
de ellos. La sintesis es controlada por genes que se activan durante el proceso de
maduracion de la fruta (Britton et al. 2009).

En el caso de las raices, como la batata, los carotenoides también son sintetizados y
acumulados en los cromoplastos. En las semillas, la acumulacién de los carotenoides se
produce en el endospermo (Britton et al. 2009).

1.5.2 Carotenoides en los organismos animales

Los animales y los humanos no pueden sintetizar los carotenoides, por ello deben ser
aportados con la dieta, pero si que son capaces de hacer algunas alteraciones en la
estructura quimica basica como la oxidacion o la reduccion, entre otras (Surai et al. 2001).
Aunque las frutas y las verduras son buenas fuentes de ciertos carotenoides, generalmente
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los granos de los cereales no contienen estos compuestos y esto conlleva el desarrollo de
enfermedades carenciales en los paises donde los cereales son el alimento basico.
También, con excepcion de la flor Adonis aestivalis, la astaxantina y otros cetocarotenoides
son escasos en las plantas, aunque son muy abundantes en el pescado y el marisco y se
utilizan en la acuicultura para mejorar el aspecto del salmdn (Zhu et al. 2008).

La Organizacion Mundial de la Salud, calcula que 190 millones de nifios preescolares y
19,1 millones de mujeres gestantes sufren deficiencias de Vitamina A (concentraciones de
retinol en sangre inferiores a 0,7 pumol/L) (World Health Organization 2009). La gravedad
de este problema ha llevado a esta organizacién a establecer un programa de
suplementacién en nifios (WHO 2011). El déficit extremo de Vitamina A produce la
ceguera nocturna, endémica en poblaciones de Africa, Asia y América del Sur, afectando a
5,2 millones de nifios en edad preescolar y a 10,8 millones de mujeres gestantes.

Algunos carotenoides tienen actividad provitamina A, los mas importantes son a y (-
carotenos y [-criptoxantina. Las recomendaciones diarias de vitamina A, expresadas en
equivalentes de actividad retinol (RAE) estan entre 700 y 900 ugRAE/persona/dia, con un
limite maximo de 3.000 pg/persona/dia. La actividad equivalente de retinol de los
carotenos es de 12 pg de [-carotenos o de 24 de a-carotenos o (-criptoxantina (IOM
2000).

En una dieta normal, donde un 30% de la vitamina A es ingerida como provitamina A, es
necesario el aporte diario de 9,6 mg/persona/dia de -carotenos. Una ingesta diaria de
144,36 g de maiz Ph3 es suficiente para cubrir las necesidades diarias de vitamina A. Es
necesario ingerir mas de 541,35 g de maiz Ph3 para superar las recomendaciones del
limite maximo diario de vitamina A.

Los B-carotenos son la principal fuente de vitamina A de la humanidad (Burri 1997) y no
se ha demostrado que el consumo de B-carotenos procedentes de alimentos naturales,
incluso en cantidades elevadas y periodos prolongados, haya producido enfermedad en las
personas; sin embargo el consumo de suplementos de 30 mg/dia de [-carotenos durante 6
semanas produce carotenodermia, a partir de concentraciones plasmaticas de 4mg/L
(Micozzi et al. 1988). Un caso clinico descrito por Takita et al. (2006) indican que una
mala praxis en la administraciéon oral de suplementos de [B-carotenos (5,72 mg/dia
durante 3 meses), produce carotenodermia, hallando concentraciones plasmaticas de 4,41
mg/L, 5 veces superiores a la normal.

Dentro de los efectos del ambito de la salud que los carotenoides aportan a los animales,
destacan los que se producen en el sistema inmunitario. El correcto funcionamiento del
sistema inmunitario en el pollo es un factor importante para asegurar su estado de salud y
mejorar su grado de resistencia frente a las adversidades ambientales y patoldgicas
(Toomey et al. 2010).

Los pollos pueden absorber la forma activa de vitamina A o retinol en el intestino y
almacenarla en el higado. Estas reservas las aprovecha el animal en cualquier
circunstancia en que se dé una deficiencia de esta vitamina. La vitamina A y los
compuestos con actividad retinol modulan una amplia diversidad de procesos bioldgicos y
participan en los tejidos en la diferenciacion de las células del sistema inmunitario
especializadas. La falta de vitamina A, por lo tanto, estd muy relacionada con la
susceptibilidad a las infecciones (Packer et al. 2005).

11



INTRODUCCION GENERAL

Las aves de corral sanas absorben los carotenoides en el intestino, y estos son
transportados en la sangre y se depositan en higado y en los tejidos como la grasa
subcutanea y en la piel, donde son almacenados. Este proceso se ve afectado en aves
enfermas, especialmente en infecciones intestinales e infestaciones parasitarias (Pérez-
Vendrell et al. 2001).

El uso de xantofilas en la alimentacién aviar estd regulada en la Unién Europea por el
reglamento CE 1831/2003 del Parlamento Europeo, estableciendo un maximo de 80 mg
por kg de pienso para el conjunto de xantofilas, exceptuando el uso de cantaxantina, que
debe ser limitado a un maximo de 8 mg/kg en ponedoras y 25 mg/kg en otras aves. El uso
de astaxantina no estd permitido en pienso de aves.

1.6 REGULACION LEGISLATIVA

1.6.1 Uso de productos modificados genéticamente en alimentacion humana y
animal

REGLAMENTO (CE) No 1829/2003 DEL PARLAMENTO EUROPEO Y DEL CONSE]JO de 22
de septiembre de 2003 sobre alimentos y piensos modificados genéticamente.

REGLAMENTO DE EJECUCION (UE) N 0 503/2013 DE LA COMISION de 3 de abril de 2013
relativo a las solicitudes de autorizacién de alimentos y piensos modificados
genéticamente de conformidad con el Reglamento (CE) n2 1829/2003 del Parlamento
Europeo y del Consejo y por el que se modifican el Reglamento (CE) n® 641/2004 y el
Reglamento (CE) n o 1981/2006.

1.6.2 Materias primas y aditivos en alimentacién animal

REGLAMENTO (CE) No 1831/2003 DEL PARLAMENTO EUROPEO Y DEL CONSEJO de 22
de septiembre de 2003 sobre los aditivos en la alimentacién animal.

REGLAMENTO (CE) No 393/2008 DE LA COMISION de 30 de abril de 2008 relativo a la
autorizacion del dimetildisuccinato de astaxantina como aditivo para la alimentacion
animal 2,

1.6.3 Uso de animales en experimentacion

LLEI 5/1995, de 21 de Junio, de proteccion de los animales utilizados para
experimentacion y para otras finalidades cientificas.

DECRET 214/1997, de 30 de juliol, pel qual es regula la utilitzacié6 d’animals per a
experimentacio i per a altres finalitats cientifiques.

REAL DECRETO 53/2013, de 1 de febrero, por el que se establecen las normas basicas
aplicables para la proteccion de los animales utilizados en experimentacion y otros fines
cientificos, incluyendo la docencia.

2 Autorizada solo para salmén y trucha
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LEY 32/2007, de 7 de noviembre, para el cuidado de los animales, en su explotacion,
transporte, experimentacidn y sacrificio.

DIRECTIVA 609/1986 DEL CONSEJO de 24 de noviembre de 1986, relativa a la
aproximacion de las disposiciones legales, reglamentarias y administrativas de los estados
miembros respecto a la protecciéon de los animales utilizados para experimentacion y
otros fines cientificos. (Derogada).

DIRECTIVA 2010/63/UE DEL PARLAMENTO EUROPEO Y DEL CONSEJO de 22 de
septiembre de 2010 relativa a la protecciéon de los animales utilizados para fines
cientificos.
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OBJETIVOS GENERALES

A partir de dos variedades de maiz modificado genéticamente para la expresion elevada de
carotenoides como dieta basica de pollos y gallinas, se pretende demostrar la liberacién de
carotenoides y sus metabolitos en tejidos [JJjili] y la posibilidad de alcanzar el color
comercial deseado en pollo il Asi mismo se estudia el impacto que este método
natural de aporte de carotenoides pueda tener en la salud, el rendimiento productivo y la
concentracion final de carotenoides en los diferentes tejidos de los pollos || G
B 5S¢ comprobara también la respuesta frente a desafios infecciosos con
Salmonella y coccidios.

Los estudios se enmarcan en tres entornos diferenciados: un centro de experimentacion
animal (L-9900001), una granja de engorde de pollos (REGA ES250160032931) y en
aisladores de seguridad biolégica (Centre de Sanitat Avicola de Catalunya, CESAC).

Para alcanzar estos objetivos se disefian cinco ensayos, cuatro con pollos de engorde y uno
con gallinas ponedoras. En los primeros se busca demostrar la liberaciéon de sustancias
bioactivas desde el maiz M37W-Ph3, en adelante Ph3 a los tejidos de los pollos en
diferentes circunstancias, primero en condiciones de extrema bioseguridad en un centro
de experimentacién, después en una granja comercial en las condiciones propias de
manejo y microbismo de la explotacidn ganadera y por ultimo desafiando a los pollos con

Salmonella enterica serovar Enteritidis y con Eimeria tenella. ||| NEEEGEGEGEGEGE
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Ensayo I
Evaluacién del maiz Ph3 fortificado con carotenos en pollos
criados en un centro de experimentacion

3.1 INTRODUCCION

El fenotipo “piel amarilla” de los pollos, depende de una mutacién del gen identificado
como BCDO2, localizado entre las posiciones 6,26-6,29 Mbp del cromosoma 24 (Eriksson
et al. 2008; Schmid et al. 2000). Genes homédlogos han sido descritos en humanos, lobo,
rata, ratdn, rana, y algunos peces (NCBI 2014). La enzima codificada por el gen BCDOZ, se
denomina formalmente f3,3-caroteno-9’,10’-dioxygenasa (BCDO2) y divide las moléculas
de carotenoides de forma asimétrica, generando dos compuestos incoloros distintos
(Kiefer et al. 2001).

El pollo de engorde acumula carotenoides de forma visible, debido a que carece de la
enzima (-caroteno dioxigenasa 2 (BCDOZ2) que transforma en la piel de los mismos los
carotenoides con color en apocarotenoides incoloros (Eriksson et al. 2008). En la piel de
los pollos se observan coloraciones anaranjadas en funcién de la presencia y
concentracion de diferentes carotenos.

El gen BCDO2, se expresa de igual forma en higado de razas de pollos mutadas o no. Sin
embargo, en piel, la expresion en pollo amarillo es solo un 10% en relacién al pollo no
mutado. Se postula por tanto que la piel amarilla de los pollos es causada por la deposicién
de carotenoides con color, debido a la ausencia de la enzima BCDO2 motivada por una
mutacién especifica en tejido periférico en el gen BCDOZ. La mayor parte de los pollos y
gallinas empleados en el mundo para la produccion de carne y huevos son homocigotos
para el gen piel amarilla (Y/Y) desplazando el genotipo piel blanca (W/W). (Eriksson et al.
2008).

La diferenciacion comercial de pollos por color de piel, presenta dos variantes: pollo
blanco y pollo amarillo y tal como se ha remarcado no se corresponden con diferencias en
las caracteristicas genéticas mencionadas, tanto los pollos comerciales amarillos, como los
blancos son genéticamente pollo amarillo (Y/Y). Dado que genéticamente ambos son
iguales, unicamente se puede establecer esta diferencia por la presencia o no de
carotenoides en la dieta, es obvio que la dieta comercial de pollos blancos ha de ser
carente de carotenoides y que la dieta de pollos con piel amarilla, ha de contener
carotenoides.

El maiz transgénico Ph3, ha demostrado poseer una concentraciéon elevada de
carotenoides, especialmente, licopeno, luteina, zeaxantina, f-carotenos y a-criptoxantina
(Zhu et al. 2008). Se considerd la administracién de maiz Ph3 a pollos como tnica fuente de
carotenoides para determinar la eficacia del citado maiz como fuente de carotenoides
cromogenos para la produccidn de este tipo de carne.

En el mercado mundial, el uso de -carotenoides en el pienso de animales,
fundamentalmente en aves y peces, supone un valor de aproximadamente 381 millones de
euros (Tabla 4) y esta claramente dominado por el comercio de astaxantina y
cantaxantina, ambos son carotenoides que se sitdan en valores cromadticos cercanos al
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rojo. La Unién Europea ha regulado especificamente el uso de cantaxantina en avicultura y

prohibido el de astaxantina.

Tabla 4 Valores del mercado mundial de carotenoides en el afio 2009 (millones de €).

Substancia Valor M€ %
B-Caroteno 11,25 2,9%
Astaxantina 189,15 49,6%
Cantaxantina 108,75 28,5%
Luteina 61,5 16,1%
Licopeno 0 0,0%
Zeaxantina 0 0,0%
Apo-carotenal 6,825 1,8%
Apo-carotenoato 4,05 1,1%
Total 381,53

Adaptado de Mortensen (2009).

El sistema CIE Lab de medicion de color ha sido adoptado por la Compafiia Internacional
de la lluminacién (CIE) (http://cie.co.at/) y se trata de un modelo cromatico que puede
describir todos los colores que puede percibir el ojo humano.

Es un sistema espacial, donde las coordenadas (XYZ), son sustituidas por (L*a*b*) y
contempla rangos de valores para la variable L* de 0 (negro) a 100 (blanco); para las
variables a* y b*, el rango es de 255 unidades, expresadas desde -128 (verde en el eje a*y
azul en el eje b*) hasta 127(rojo en el eje a* y amarillo en el eje b*).

L*=100
white

L*=0
black

Fig. 3: Representacion esquemdtica del sistema
CIE Lab; h% dngulo “hue”; C, Croma. Adaptado
de Weatherall y Coombs (1992).
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La posicién angular del color medido
viene determinada por
h2=arcotan(b*/a*).

El color visualizado depende de la luz
incidente sobre el objeto a iluminar; en
el sistema CIE Lab, es posible usar la
simulacién de la luz natural (iluminante
D65, temperatura del color 6.504 K con
longitud de onda corta y angulo 102) o
la simulaciéon a la luz de tungsteno
(iluminante A, temperatura del color
2.864 K con longitud de onda larga y
adngulo 109) (Gonnet 1998), es posible
comprobar el espectro relativo de cada
uno de estos iluminantes en CIE (2009).


http://cie.co.at/
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3.2 OBJETIVOS

El propésito de este ensayo es evaluar la alimentacién de pollos con maiz modificado
genéticamente para la expresion de carotenoides (Ph3) frente a la alimentacién con una
variedad isogénica control (M37W) practicamente carente de carotenoides; para ello se ha
valorado: color, deposicién de carotenoides en los tejidos, variables relacionadas con el
crecimiento y el estado de salud de los pollos.

Se pretende obtener una via distinta en la pigmentacién del pollo, manteniendo o
mejorando sus caracteristicas productivas. Mediante la mayor acumulacién de
antioxidantes y vitaminas de maiz, se espera una mejora en la calidad y el aspecto de la
carne del pollo sin necesidad de suplementacién de pigmentos.

Es necesario determinar con precision los efectos que el uso de una dieta compuesta
mayoritariamente por maiz Ph3, obtenido por ingeniera genética puede tener en la salud
de los pollos, para ello se establecen controles hematolégicos, bioquimicos, serolégicos e
histolégicos, que en su conjunto determinaran si hay algun efecto diferencial entre los
pollos que comen el maiz transgénico Ph3 y los que comen el maiz control M37W.
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3.3 MATERIAL Y METODOS

3.3.1 Preparacion de la dieta

Se emplearon dos tipos de maiz, la variedad transgénica Ph3 y la variedad isogénica
control M37-W. Todo el maiz empleado en este experimento fue sembrado y recolectado
en plantaciones legalmente autorizadas en el estado de Louisiana en Estados Unidos. La
siembra se efectu6 en invernaderos, y durante los 50 primeros dias se mantuvo un
fotoperiodo de 10 horas, a una temperatura de 282C durante el dia y 202C durante la
noche y con una humedad relativa del 60 al 90%. Posteriormente y hasta el final de
produccién se cultivé con un fotoperiodo de 16 horas con 21°C durante el dia y 18°C
durante la noche.

Una vez finalizado el periodo de crecimiento y maduracion, se cosechd se secé y se envid el
maiz a la Universidad de Lleida para realizar las pruebas necesarias y comenzar con el
proceso de elaboraciéon de los piensos para la prueba.

La elaboracidn de las dietas, control y experimental, se realizé segin las recomendaciones
publicadas por National Research Council (1994) para la alimentacién de pollo,
actualizadas por féormulas comerciales recientes (Aviagen 2008) y elaboradas en el centro
de investigacion IRTA Mas de Bover, de Reus.

Para adecuar la dieta a las necesidades de crecimiento de los pollos, se formularon dos
tipos de pienso para cada tratamiento (arranque y crecimiento). Entre tratamientos, las
dietas se diferencian inicamente en el tipo de maiz; M37W (variedad isogénica control) o
Ph3 (transgénico).

Cada tipo de pienso fue fabricado de una sola vez, almacenado a temperatura de 20°C, en
ambiente seco y protegido de la luz, de insectos y roedores.

Para determinar el valor nutricional y proceder al analisis de micotoxinas, se tomaron
muestras de ambos tipos de maiz justo antes de molerlo y de los cuatro tipos de pienso el
mismo dia de inicio del experimento; y se procedié de inmediato a su andlisis. Los dos
tipos de maiz fueron analizados en laboratorios independientes para determinar la
composicidon nutricional (Covitsa, Lleida) y la deteccion y cuantificacion de micotoxinas
(Servicio Cientifico Técnico de Calidad Microbiolégica en el Sector Agroalimentario,
Universidad de Lleida).

Se recogieron muestras de pienso de las dos dietas, para enviarlas al laboratorio de
analisis quimico (laboratorio de Bioquimica molecular J.W. Goethe Universitat, Frankfurt,
Alemania) y determinar la composicién cualitativa y cuantitativa de carotenoides; las
muestras una vez recogidas fueron guardadas en congelador a -202C.
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Tabla 5: Composicion de los piensos empleados tratamiento Ph3 y control M37W.

Arranque Crecimiento
dias 0-9* dias 10-35**

Ingrediente (%) M37W Ph3 M37W Ph3
Maiz Control 52,241 0 58,209 0
Maiz Modificado 0 52,241 0 58,209
Soja, 47.5% 36,056 36,056 17,861 17,861
Soja integral 0 0 15,835 15,835
Aceite de soja 6,801 6,801 4,167 4,167
Fosfato monocalcico 1,523 1,523 1,228 1,228
Carbonato célcico 1,455 1,455 1,097 1,097
Sal 0,347 0,347 0,317 0,317
Bicarbonato de sosa 0,233 0,233 0,119 0,119
Colina, 60% 0,051 0,051 0,042 0,042
Lisina en polvo 79% 0,269 0,269 0,277 0,277
Metionina 0,326 0,326 0,333 0,333
Treonina 0,042 0,042 0,047 0,047
Corrector basicot 0,303 0,303 0,313 0,313
Complemento premix 0,303 0,303 0,104 0,104
Coccidiostato (Cygro®) 0,051 0,051 0 0
Coccidiostato (salinomicina, 12%) 0 0 0,052 0,052

* ** El programa de alimentacion establece que los pollos coman pienso de arranque desde el inicio
hasta el dia 9, a partir de este dia y hasta el dia 35, los pollos comerdn pienso de crecimiento.

1Corrrector Arranque: Vitamina A, 10.000 Ul/Kg; vitamina D3, 2.000 Ul/Kg; vitamina E, 80 Ul/kg;
vitamina B1, 2 mg/kg, vitamina B2 8 mg/kg; vitamina B6, 4 mg/kg; vitamina B12 0,02 mg/kg;
vitamina K; 2,25 mg/kg; dcido félico, 1 mg/kg; dcido nicotinico, 40 mg/kg; dcido pantoténico 11,7
mg/kg; biotina, 0,1 mg/kg; cobre, 6 mg/kg; zinc 54 mg/kg; hierro, 40 mg/kg; manganeso, 77 mg/kg;
cobalto, 0,2 mg/kg; selenio, 0,45 mg/kg; iodo, 2,25 mg/kg; BHT antioxidante, 125 mg/kg.

Corrector Crecimiento: Vitamina A, 8.000 Ul/Kg; vitamina D3, 1.600 Ul/Kg; vitamina E, 40 Ul/kg;
vitamina B1, 2 mg/kg, vitamina B2 5,6 mg/kg; vitamina B6, 4 mg/kg; vitamina B12 0,02 mg/kg;
vitamina K; 2,25 mg/kg; dcido félico, 1 mg/kg; dcido nicotinico, 40 mg/kg; dcido pantoténico 11,7
mg/kg; biotina, 0,1 mg/kg; cobre, 6 mg/kg; zinc 54 mg/kg; hierro, 40 mg/kg; manganeso, 77 mg/kg;
cobalto, 0,2 mg/kg; selenio, 0,45 mg/kg; iodo, 2,25 mg/kg; BHT antioxidante, 125 mg/kg.

3.3.2 Diseifio experimental

Se alojaron 48 pollos de engorde machos Ross 308 que fueron divididos en dos corrales,
uno con dieta de maiz Ph3 y otro con dieta control de maiz M37W; el dia 9 de vida y hasta
la finalizacién del experimento los pollos de cada tratamiento se realojaron en grupos de 3
animales en 16 corrales, 8 corrales para el tratamiento Ph3 y 8 para el control M37W.

El dia 0 de vida, los 48 pollos del estudio se pesaron e identificaron mediante chapas
metalicas numeradas, colocadas en la membrana alar y se asignaron al azar a los dos
tratamientos (24 pollos por tratamiento). Durante los primeros 9 dias y con la finalidad de
mantener las costumbres gregarias, los pollos de cada tratamiento permanecieron juntos a
una densidad de 16 pollos por m?; a partir del dia 9 de vida se realojaron a una densidad
de 2 pollos por m2 colocando 3 pollos por corral, ocupando 16 corrales (8 réplicas por
tratamiento).
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La cria de los pollos se realizé desde el dia 0 hasta el dia 35 de vida en el centro de
experimentacion animal de la Escuela Técnica Superior de Ingenieria Agraria de la
Universidad de Lleida.

El experimento fue previamente aprobado por el Comité de Etica en Experimentacién
Animal (CEEA) de la Universidad de Lleida.

3.3.3 Criay condiciones ambientales

Los animales se vacunaron in ovo frente a enfermedad de Marek (HVT Pfizer), el dia 0 de
vida de Bronquitis infecciosa (Bronipra HIPRA) mediante vacunacién en spray y el dia 16
de vida frente a enfermedad de Gumboro con vacuna viva atenuada (nobilis Gumboro
228E MSD) suministrada via oral en agua de bebida.

e D i AR e
Fig. 4: Izquierda, distribucion y separacién por tratamiento el primer dia de vida. Derecha,
dia 21, el dia 9, los pollos fueron separados en grupos de 3.

Para el alojamiento se dispone de 16 corrales de 1,5m2 (1 x 1,5 m.) en los que se colocaron
8 kg/m?2 de viruta seca de madera de pino como yacija.

El pienso y el agua fueron suministrados ad libitum manualmente con comederos y
bebederos adecuados a cada momento de crecimiento del pollo. Desde el momento de la
entrada hasta los 4 dias de vida, los pollos comieron en bandejas planas; a partir de esa
edad y hasta el final, lo hicieron en tolvas. El pienso se retir6 4 horas antes del sacrificio.

La iluminacion fue mixta, recibiendo luz natural que fue complementada con luz artificial
mediante el uso de lamparas fluorescentes. El programa de luz, se inicié con 23 horas de
luz durante la primera semana, pasando el dia 8 a un programa de 18 horas de luz y 6 de
oscuridad continua.

La temperatura ambiente se mantuvo dentro del rango de confort de los pollos y se fue
modificando de acuerdo con su edad. Para ello se dispuso de dos calefactores eléctricos
RPL 3 kW (Munters, Suecia) controlados por termostato y con la misma finalidad se
instalan 8 pantallas radiantes eléctricas de una potencia de 500 W cada una.

La ventilacion se mantuvo con un ventilador extractor y quedd establecida en 2
m3/hora/kilo de peso vivo y se valordé y modific6 semanalmente de acuerdo con el peso de
los pollos. La velocidad del aire en la zona de cria, varié entre 0,3 y 0,8 m/s.

Se control6 diariamente la salud y el bienestar de los pollos por el Veterinario del centro
de experimentacion.
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A partir del dia 9 de vida, los pollos de cada tratamiento se pesaron y se separaron en
grupos de 3 pollos, con un total de 8 réplicas por tratamiento; para equilibrar el efecto
alojamiento sobre los resultados del experimento, los corrales son asignados a cada
tratamiento de forma alternativa.

Al finalizar el experimento los pollos fueron aturdidos en CO: y sacrificados por
exanguinacion.

3.3.4 Recogida de datos

Durante la cria, se controlaron semanalmente los pesos y el consumo de pienso. Se realizd
un control extra al dia 9 de vida, cuando se produjo el cambio de pienso y la distribucién
por réplicas.

3.3.4.1 Analisis de carotenoides

Para determinar la presencia y la cantidad de carotenos, se tomaron muestras durante la
necropsia, de musculo de pechuga (musculo pectoral) y cara externa del muslo (musculo
iliotibial), piel de la zona de la pechuga, del muslo y de la pata, la cresta y grasa abdominal.
Previo al sacrificio se tomaron muestras de sangre. Las muestras fueron inmediatamente
congeladas a -802C para posteriormente ser liofilizadas. Las determinaciones quimicas de
carotenoides se realizaron por HPLC en el laboratorio de Biosintesis Molecular,
Universidad JW Goethe, Frankfurt, Alemania.

Para el andlisis de los carotenoides totales, la extraccién se realizé a partir de la muestra
liofilizada en 20 ml de metanol conteniendo un 6% de KOH a 60°C y durante 15-20
minutos. Los compuestos lipofilicos, se separaron en una solucién con 30% de éter en
petroleo y se recogi6 la fase superior. Los carotenoides totales se determinaron midiendo
la absorbancia a 450 nm. Para la separacion por HPLC, el disolvente se evaporé bajo una
corriente de gas nitrégeno a 372C, disuelto en 100 pl de metanol/diclorometano (50:50) e
inmediatamente se inyect6 una alicuota de 20 pl.

Los compuestos fueron separados en una columna de 15 cm Nucleosil C18 3-p con
acetonitril/metanol/2-propanol (85:15:5) v/v/v en fase mdvil a 202C. Las muestras
fueron monitorizadas con un Kontron DAD 440 fotodiodo detector, con registro online del
espectro. Todos los carotenoides fueron identificados por cromatografia con compuestos
auténticos de referencia, los cuales fueron biosintetizados en E.coli como se describe en
Sandmann (2002) y sus espectros fueron comparados. Esos estindares también fueron
usados para la cuantificacién, en combinacién con los coeficientes de extincion (Davies
1976). El retinol fue comprado a Sigma Chemicals.

El acido retinoico conjugado (RAC), derivado del retinol, fue identificado por el espectro
tipico del 4cido retinoico con picos maximos a 328, 350 y 368 nm. Fue cuantificado usando
retinol como estandar con correccién por el coeficiente de extincion para el retinol (45,0
para 325 nm) y acido retinoico (53,5 para 350 nm), respectivamente.

3.3.4.2 Estudio colorimétrico

En las canales frescas, al inicio de la necropsia, se controlé el color de la piel y de la carne
de los pollos por el sistema tricromico CIE Lab, luminosidad (L*), eje verde-rojo (a*) y eje
azul-amarillo (b*) con el espectrofotémetro portatil, Konica Minolta CM-700d (Konica
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Minolta Sensing Inc., Osaka, Japan) mascara con un didmetro de 8 mm, iluminante D65 y
angulo de observacion de 109. El estudio colorimétrico fue realizado en las instalaciones
del Departamento de Produccién Animal de la Universidad de Lleida.

El color percibido por la vista, queda definido por la saturacién y es medido con el término
C “Croma”, que determina la distancia del punto al eje L* medida en el plano a*b*, el valor
del vector C, puede ser calculado por sus coordenadas C=[(a*)2+(b*)2]1/2 ( Weatherall y
Coombs 1992; Gonnet 1998 ).

El sistema CIE Lab también puede cuantificar numéricamente la diferencia entre dos
colores obtenidos por este método, con la férmula AE.,= (AL*2+Aa*2+Ab*2)1/2 que permite
calcular la distancia entre estos dos puntos en el espacio CIE Lab (Hill et al. 1997).

Las regiones anatémicas elegidas para la medicion fueron aquellas mas representativas en
la valoracién de color por parte del consumidor, piel de la pata, de la pechuga, carne del
muslo y de la pechuga. El color de la piel de la pata, también fue medido con el abanico
colorimétrico, escala DSM. (DSM).

3.3.4.3 Datos de produccion

El peso individual de los animales fue controlado semanalmente con una bascula (KERN
EW Alemania) con una precisiéon d=0,01 g y un error de 0,02, también se control6 el
pienso afiadido a cada réplica y el consumido cada semana con la finalidad de calcular la
evolucion del indice de conversion durante el experimento en cada uno de los
tratamientos.

Se controlaron de forma automatica los parametros de ambiente con un registrador de
temperatura, (precision 0,1 2C y error +0,5 2C) y humedad, (precision 0,1 % y error +3%)
(Testo174H, Alemania); se valor6é diariamente la correcta evolucién en crecimiento y
comportamiento de los pollos.

3.3.4.4 Muestras biolégicas

Al final de experimento, se recogieron muestras de sangre, en la vena alar para el estudio
bioquimico, serolégico y hematolégico en dos tubos, las de hematologia se recogieron en
tubos con EDTA y se enviaron inmediatamente al laboratorio de analisis. El resto de los
tubos se centrifugaron 10 minutos a 2.500 rpm para separar el suero de los elementos
formes de la sangre; el suero de cada tubo, se dividi6 en tres tubos Ependorf para envio a
los laboratorios de quimica (carotenoides), bioquimica, hematologia y serologia. El andlisis
bioquimico se realizé6 en el Laboratorio de Andlisis Clinicos del Hospital Universitario
Arnau de Vilanova, el andlisis seroldgico, en el Centro de Estudios y Sanidad Avicola de
Catalufia y Aragdén (CESAC), Reus.

El higado, el corazon, el bazo y la bolsa de Fabricio se extrajeron enteros y se pesaron. Para
el estudio histopatoldgico se tomaron muestras de higado, rifién, bazo, bolsa de Fabricio,
timo, tonsilas cecales y pulmon y se fijaron en solucion de formol al 10%. A las 48 horas se
procesaron las muestras en el laboratorio de histologia, se tifieron con hematoxilina-
eosina y fueron enviadas para su evaluaciéon a un laboratorio independiente (Etyca,
Terrassa). El peso de los 6rganos se expresé como peso relativo (g 6rgano/kgpv).
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3.3.5 Analisis estadistico

Los datos de peso, indice de conversion, peso relativo de 6rganos, color, hematologia,
bioquimica sanguinea, histopatologia y quimica de carotenoides, fueron analizados para
determinar las diferencias entre los dos tratamientos. Los datos han sido estudiados
mediante comparacion de medias con t-Student (JMP® Pro 11 SAS Institute, 2013).

En el estudio de las variables cualitativas, se ha empleado, tablas de contingencia y test %2,
las diferencias entre niveles se han determinado por comparaciéon de proporciones de
columna (prueba z).

Los datos expresados en porcentaje fueron transformados mediante una funcién arcsen
para lograr una distribuciéon normal (Snedecor y Cochran 1989). Y cuando fue necesario se
normalizaron los valores con la funcién raiz cuadrada mas 0,5. Para la significacion de los
resultados se ha considerado P<0,05.
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3.4 RESULTADOSY DISCUSION
3.4.1 Dieta

3.4.1.1 Analisis del maiz

El valor nutricional de ambos granos es similar y comparable al maiz de cultivo general, y
a los publicados por National Research Council (1994). La concentracién de micotoxinas
es minima, incluso inferior a la publicada por Brake (2003) en un estudio similar y en
algunas fueron indetectables.

Tabla 6: Andlisis nutricional y de micotoxinas de ambos tipos de maiz

Componente M37W Ph3
Proteina (%) 10,37 11,11
Fibra (%) 2,88 3,96
Grasa (%) 3,22 3,11
Cenizas (%) 1,49 1,42
Humedad (%) 11,22 11,31
Micotoxinas
Zearalenona (ppb) nd* nd
Deoxynivalenol (ppb) nd nd
T-2 toxina (ppb) 6,43 4,26
Total fumonisinas (ppm) 1,45 2,72
Ochratoxina A (ppb) 1,81 1,93
Total Aflatoxinas (ppb) nd nd
Aflatoxina B1. (ppb) nd nd

*nd No detectado.

3.4.1.2 Analisis del pienso

El resultado de la composicién nutricional de los piensos del tratamiento y del control fue
muy similar y no se apreciaron diferencias entre ellos.

Tabla 7: Andlisis nutricional segtin el tratamiento y el tipo de pienso

M37W Ph3
Componente Arranque Crecimiento Arranque Crecimiento
Proteina (%) 20,74 19,95 19,89 19,09
Fibra (%) 3,69 3,66 3,80 510
Grasa (%) 9,58 9,25 8,81 9,23
Cenizas (%) 6,13 6,17 5,17 5,63
Humedad (%) 11,49 11,28 11,90 10,80

Ambos piensos fueron analizados para determinar el contenido de carotenos para cada
tratamiento (M37W y Ph3) y por cada tipo de pienso (arranque y crecimiento). Las
diferencias, son significativas al nivel P<0,001 para todos los carotenoides analizados,
violaxantina, luteina, zeaxantina, a-criptoxantina, B-criptoxantina y -caroteno. En el caso
de la a-criptoxantina, no pudo determinarse el valor de significacion de la diferencia de las
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medias porque no se detect6 en el pienso M37W, ni en el tipo de arranque ni en el tipo de
crecimiento.

La concentracion total de carotenoides para las dietas M37W y Ph3 en el pienso de
arranque fue de 1,71 y 13,29 pg/g v en el de crecimiento 1,90 y 13,75 ug/g
respectivamente. Los resultados son compatibles con el fenotipo del maiz Ph3 y M37W y
con las caracteristicas genéticas originales de cada uno. En el caso de la dieta Ph3 la
concentracion total de carotenoides obtenida fue inferior a la que corresponderia con la
del maiz original, (156,14 pg/g) incluso considerando el porcentaje de inclusién del maiz
Ph3 en el pienso, 52,24 o0 58,21 % para arranque y crecimiento. Probablemente el tiempo
transcurrido desde el momento de la recoleccion del maiz ha provocado la metabolizacion
y desaparicion de una parte de estos carotenoides.
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Fig. 5: Concentracion de carotenoides en los pienso de arranque (a) y de crecimiento (b)
para las dietas M37W y Ph3. (n=5); ***P<0,001; nd= No Detectado; Viol, Violaxantina; Lut,
Luteina; Zeax, Zeaxantina; a-Cry, a-Criptoxantina; B-Cry, §-Criptoxantina; §-Car, B-Caroteno
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Fig. 6: Izquierda, pienso con maiz M37W; derecha, pienso con maiz Ph3.

3.4.2 Crecimiento

El dia 11 de vida, un pollo del tratamiento Ph3 murié por insuficiencia cardiaca no
congestiva (infarto cardiaco). El cadaver fue pesado y la causa de muerte, diagnosticada
por lesiones observadas en la necropsia y por la valoracién clinica del Veterinario del
centro. Los datos de consumo de pienso del grupo experimental al que pertenecia fueron
recalculados para ese periodo. No se han encontrado diferencias significativas entre
tratamientos para la viabilidad (P>0,05).

Tabla 8: Efecto del maiz en el peso y la viabilidad semanal de los pollos.

Dias Tratamiento Peso (g) Viabilidad (%)
0 M37W (n=24) 42,96+0,53 100
Ph3 (n=24) 42,33+0,55 100
7 M37W (n=24) 170,96+3,63 100
Ph3 (n=24) 165,53+3,04 100
14 M37W (n=24) 438,71+9,84 100
Ph3 (n=23) 420,00+8,94 95.83
M37W (n=24) 898,92+17,51 100
21
Ph3 (n=23) 878,35+16,51 95.83
28 M37W (n=24) 1452,38+21,49 100
Ph3 (n=23) 1457,22+21,52 95.83
35 M37W (n=24) 2020,58+28,28 100
Ph3 (n=23) 2043,78+21,74 95.83

Los valores de peso son la media por tratamiento # el error estdndar. La viabilidad expresa
el % de vivos sobre el nimero de animales iniciales.

En relacién al efecto en el crecimiento de los pollos de la dieta con maiz Ph3, (Tabla 8) no
se observaron diferencias significativas en las medias de peso de los pollos entre los
tratamientos, en ningin momento de la cria (0, 7, 14, 21, 28, 35 dias) (P>0,05).

Los resultados demuestran que el dia 9 de vida, momento en el que se cambia el pienso de
arranque por el de crecimiento, no hubo diferencias significativas en las medias de peso de
los pollos entre dieta Ph3 y dieta M37W (Ph3=216,92+4,25 g y M37W=221,00+4,82 g)
(P>0,05).
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El indice de conversion calcula las unidades en peso de pienso necesarias para producir
una unidad de peso vivo del animal; esta mediciéon se puede realizar por periodos
concretos de la vida del animal o como resultado acumulado final. Por su utilidad es
empleado rutinariamente en la industria avicola y en muchos estudios experimentales
cuando hay que valorar la eficacia del proceso productivo y especialmente para valorar el
rendimiento de las dietas.

Tabla 9: Efecto de la dieta en el Indice de Conversién acumulado entre periodos (dias) en
diferentes etapas del crecimiento de los pollos.

Fase Edad (dias) Tratamiento Indice de Conversion (g:g)
A . 0-9 M37W 1,15
rranque -
a Ph3 1,11
M37W 1,290,009
10-14
Ph3 1,28+0,023
M37W 1,30+0,007
15-21
Crecimient Ph3 1,30+0,015
recimien
ceimiento M37W 1,3120,013
22-28
Ph3 1,34+0,015
99.35 M37W 2,040,043
Ph3 2,04+0,025
Total acumulado fase M37W 1,53+0,007
crecimiento (9-35 dias) Ph3 154+0.011

(n=8) 1En la fase de arranque no hubo réplicas y el indice de conversion, hace referencia al
valor medio global de cada tratamiento.

En la fase de arranque el indice de conversion entre tratamientos fue muy similar; el valor
presentado es la media acumulada durante los primeros 9 dias de vida de cada uno de los
tratamientos, sin réplicas.

En la fase de crecimiento, los pollos que comieron la dieta con maiz Ph3, no presentaron
diferencias significativas en el indice de conversion frente a los pollos control que
comieron maiz M37-W ni en los periodos parciales estudiados ni en el valor acumulado
total de esta fase (P>0,05).

3.4.3 Colorimetria

La piel de la pata de los pollos que han comido dieta con maiz Ph3 presenta valores
significativamente mas elevados 5,23+0,113 (escala DSM) que los pollos que han comido
la dieta M37W (0,00), lo que se traduce en una mayor coloracién en la gama amarillo-
anaranjada.

Los pollos que han consumido una dieta con maiz Ph3 presentan la piel y el musculo con
un color amarillo y rojo (a* y b*) significativamente mayor; a su vez el valor L*
significativamente mas bajo, indica colores mas intensos. Se confirma que una parte
sustancial de los carotenos aportados en la dieta no son degradados a apocarotenos y que
se acumulan en tejido corporales, siendo visibles en tejidos periféricos.
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Tabla 10: Efecto del consumo de la dieta Ph3 en el color medido en el momento del sacrificio,
en piel y musculo.

M37W Ph3
Region anatémica Color! (n=24) (n=23)
Escala DSM 0,00 5,23+0,113*
Piel: Tarso lateral L* 77,62%0,335 72,210,640
a* 0,990,195 11,100,408
b* 21,27+0,463 45,74+1,125*
L* 67,30+0,557 63,50+0,523
Piel: Apteridio tronco lateral a* -1,62+0,162 0,270,217
b* 4,380,405 12,08+0,724
L* 46,28+0,549 44,45+0,375™
Musculo: Pectoralis major a* -1,56+0,077 0,630,111 ™
b* 3,95+0,355 8,16+0,276™
L* 55,300,893 51,82+0,584
Musculo: Iliotibial a* -0,48+0,163 4,97+1,784™
b* 4,87+0,612 11,46+0,713 ™

Medias #* error estdndar. En la misma fila **P<0,01 y ***P<0,001 indican diferencias
significativas. 1 L*= Luminosidad; a*=rojos; b*=amarillos

El valor del color amarillo alcanzado en la piel de la pata de los pollos que han comido la
dieta Ph3, b*=45,74+1,125 es muy superior al alcanzado en los experimentos de Castafieda
et al. (2005) donde se observa valor b*=15,75 a la edad de 49 dias, con una dieta de
crecimiento y acabado que contenia pigmentos amarillos y rojos de origen natural a
concentraciones de 85 ppm de pigmentos amarillos y 3 ppm de pigmentos rojos.

Fig. 7: Color de patas; Izquierda dieta M37W, Derecha dieta Ph3.

Los métodos colorimétricos por espectrofotometria, son un buen indicador de la
concentracion de carotenoides en el tejido periférico de algunas aves (Peters et al. 2004),
en varias ocasiones ha sido empleado para valorar el color de la piel en pollos (Soler et al.
2011) y en otras especies y tejidos (Butler et al. 2010).

En la gama de color rojo, los pollos que han comido dieta con maiz Ph3, alcanzaron un
valor a*=11,10£0,408 en la piel de la pata, valor, que es muy superior al encontrado por
Castafieda et al. (2005) para el mismo experimento, en el que alcanza valores de a*=1,65.
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Se confirma por tanto como valida la estrategia de potenciar el color de la piel, y musculo
de los pollos con dietas con maiz Ph3, hasta llegar a valores muy superiores a los
habituales en el mercado de pollo de color amarillo.

En todas las areas de medicion, el valor Croma o grado de saturacién de color es
significativamente mayor (P<0,001) en los pollos que han comido la dieta Ph3; las
mayores diferencias de color (AEmsz7w-pn3=27,02) se encuentran en la piel del tarso.

Tabla 11: Valores medios con error estdndar del efecto de la dieta sobre la saturacion de
color valorado con croma en las diferentes dreas de medicién y diferencia absoluta de color
(AEM37w.ph3) entre Ph3y M37W

Croma AEm37w-pn3
Regid . M37W Ph3
egion anatomica (n=24) (n=23)
Piel: Tarso lateral 21,310,467 47,14+1,06%%* 27,02
Piel: Apteridio tronco lateral 4,80+0,369 12,13+0,722%** 8,79
Musculo: Pectoralis major 4,38+0,286 8,19+0,278%** 5,09
Miisculo: Iliotibial 5,25+0,493 13,45+1,583%** 9,23

x4 P<0,001

Fig. 8: Izquierda, pollo con dieta M37W. Derecha, pollo alimentado con maiz Ph3.

3.4.4 Pesode drganos

Se extrajeron, higado, bazo, corazoén, y bolsa de Fabricio; por sus caracteristicas son
organos facilmente resecables y su alteracion morfolégica indicara algunas modificaciones
en el metabolismo y la fisiologia de los animales.

Los animales que han comido maiz Ph3 en su dieta, no presentan modificacién en el peso
relativo de corazoén, bazo e higado (P>0,05) en comparacion con los animales que han
comido la dieta con maiz control M37W. Sin embargo, si que presentan diferencias en el
peso de la bolsa de Fabricio (P<0,05).
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Tabla 12: Efecto del maiz en el peso relativo de algunos drganos (g/kg de peso vivo).

Organos M37W Ph3
Higado (g/kgpv?) 17,59+0,437 17,830,390
Bazo (g/kgpv) 0,93+0,047 0,97+0,057
Corazén (g/kgpv) 5,620,130 5,600,181
Bolsa de Fabricio (g/kgpv) 1,22+0,140 1,82+0,190 *

* P <0,05. tkgpv = Kilogramo de peso vivo. Los valores son la media * el error estandar.

La bolsa de Fabricio es un drgano linfoide, propio de las aves, este 6érgano de forma
globular protruye dorsalmente en la pared de la cloaca con la que esta comunicado. Por
ser el 6rgano donde se produce la diferenciaciéon y maduracion de los linfocitos B en las
aves es determinante en la resistencia a las enfermedades. Esta glandula, involuciona en
aves adultas, alcanzando su maximo peso a las 10 semanas de edad (Tabeekh y Mayah
2009).

Algunas enfermedades, el estrés y algunas vacunas vivas atenuadas de enfermedad de
Gumboro clasificadas como intermedias plus (Miiller et al. 2012) pueden inducir lesién en
la bolsa de Fabricio iniciAndose la involucion prematura y generalmente como
consecuencia del proceso inflamatorio (Moraes et al. 2004). El peso mas elevado de la
bolsa de Fabricio en los pollos que han comido maiz Ph3 indica que la reaccién frente a la
vacuna intermedia plus para el enfermedad de Gumboro que recibieron a los 14 dias de
vida (Nobilis Gumboro 228 E, MSD) fue mejor tolerada y que la regeneracidon folicular ha
sido mas rapida, presentando una menor atrofia en la bolsa de Fabricio que los animales
que comieron la dieta control.

Los pesos relativos para la bolsa de Fabricio hallados por Puvadolpirod y Thaxton (2000)
en el grupo control de su experimento utilizando pollos Peterson x Arbor Acres son
inferiores (0,96+0,08 g/kg) a los encontrados en el tratamiento Ph3 (1,82+0,19 g/kg). Sin
embargo, los pesos relativos de higado y bazo, son superiores (27,40+1,56 g/kg y 1,23+
0,11 g/kg respectivamente) a los del tratamiento Ph3 (higado, 17,83+0,39 g/kg y bazo,
0,97+0,057 g/kg). En otro experimento, descrito por Tona et al. (2004) los pesos relativos
de higado y corazoén para pollos de razas pesadas a los 41 dias de edad eran de 1,83+0,04 y
0,30+0,01 g/100g de peso vivo; destacando la similitud de peso del higado con los pollos
del tratamiento Ph3, sin embargo, el peso del corazén en el experimento de Tona et al.
(2004) es inferior al del tratamiento Ph3.

3.4.5 Histopatologia

Las muestras fueron recogidas durante la necropsia y en el caso de algunos tejidos,
después de que el 6rgano fuese pesado, se perfundieron en solucién de formol al 10% y a
las 48 horas fueron procesadas, se realiz6 la inclusion en bloques de parafina, cortado con
micréotomo y se tifieron con Hematoxilina-eosina, se evaluaron todos los pollos del
experimento (n=23 para el tratamiento Ph3 y n=24 para el control M37W) y en cada porta
se colocaron tres muestras de tejido del mismo animal. Para su valoracion se efectué un
envio ciego a un laboratorio independiente (Etyca, Terrassa).

Los pollos fueron examinados durante la necropsia inmediatamente posterior al sacrificio
sin que se detectaran lesiones macroscopicas en los 6rganos estudiados.
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3.4.5.1 Higado

En el estudio del efecto del consumo de dieta con maiz Ph3 rico en carotenos en el higado
de los pollos se valoraron las alteraciones de fibrosis, esteatosis, inflamacién y necrosis;
para ello se emple6 un protocolo reducido a partir del propuesto por Non alcoholic fatty
liver disease (NAFLD) Clinical Research Network (Kleiner et al. 2005).

La esteatosis es una alteracién morfolégica y/o funcional de los hepatocitos, que
presentan vesiculas de grasa en su citoplasma, facilmente identificables al microscopio; se
clasifica en macrovesicular y microvesicular; en el primer caso suele presentarse una sola
vesicula que desplaza lateralmente al nucleo y citoplasma del hepatocito; la esteatosis
microvesicular, da un aspecto espumoso, estd formada por numerosas vesiculas y el
nucleo del hepatocito permanece central (Yerian 2011). Ambos tipos de esteatosis han
sido englobadas bajo el titulo comtn de esteatosis, y los valores totales clasificados de
acuerdo con Kleiner et al. (2005). El tamafio de los hepatocitos esta relacionado con el
grado de esteatosis hepatica (Makovicky et al. 2011) como consecuencia el peso del
organo puede variar también en el mismo sentido.

El depoésito progresivo de matriz extracelular en el parénquima hepatico marca diferentes
grados de fibrosis (Dominguez et al. 2009); esta matriz extracelular esta formada por
colageno que es producido en exceso por la transformacion de las células hepaticas
estrelladas (HSC) y los fibroblastos perivasculares en miofibroblastos hepaticos, llegando
al estadio de cirrosis, en este caso las alteraciones estructurales llegan a impedir la funcién
hepatica y se considera la fase final de la enfermedad hepatica (Ochiai et al. 2002;
Schuppan y Afdhal 2008). Las causas principales para desencadenar el proceso de fibrosis,
son la esteatosis hepatica no alcohdlica, algunos virus y toxinas (Dominguez et al. 2009).

La necrosis hepatica se produce por la destrucciéon de los hepatocitos e inicialmente
ocurre como consecuencia de fendmenos inflamatorios agudos (Dominguez et al.2009).

Puesto que la esteatosis hepatica es consecuencia de balances energéticos positivos y en
los pollos de engorde esto ocurre durante su periodo de crecimiento, es comprensible un
elevado grado generalizado de esteatosis; la evolucion de este fendmeno de origen
alimentario puede ser la causa del resto de alteraciones histologicas del higado.

En todos los pollos que presentaron esteatosis esta fue de tipo microvesicular, en 5 de
ellos, ademas se observaron areas de esteatosis macrovesicular. Para esta lesion, no se han
encontrado diferencias entre los pollos que comieron la dieta Ph3 y los que comieron la
dieta control M37W (P>0,05).

Se ha observado diferencias significativas entre los tratamientos para las lesiones de
inflamacion, (x2=8,001; P=0,046); el grupo de animales que comi6 la dieta con maiz Ph3
presenta una incidencia mayor de inflamacién leve y una incidencia menor en inflamacién
moderada en tejido hepatico. Los procesos inflamatorios hepéaticos son el origen de la
necrosis, fibrosis y cirrosis si procede.
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Tabla 13: Efecto de la dieta sobre la presentacion y gravedad de lesiones hepdticas.

Lesién M37W Ph3
n? (%) n2 (%)
Sin lesion 4 (16,60) 5(21,70)
) Leve [5-33%] 1(4,20) 3(13,10)
fsteatosis Moderada [34-66%] 7(29,20) 8 (34,80)
Severa [>66%] 12 (50,0) 7 (30,40)
Sin lesion 4 (16,70) 7 (30,40)
Leve [<2 focos] 3 (12,50)° 9 (39,10)2
Inflamacién*
Moderada [2-4 focos] 14 (58,30)2 6 (26,10)b
Severa [>4 focos] 3(12,50) 1 (4,40)
Sin lesion 12 (50,00) 15 (65,20)
) Leve 6 (25,00) 7 (30,40)
Necrosis Moderada 4 (16,70) 1 (4,40)
Severa 2 (8,30) -
Sin lesion 12 (50,00) 15 (65,20)
o Leve 6 (25,00) 7 (30,40)
Fibrosis
Moderada 4 (16,70) 1 (4,40)
Cirrosis 2(8,30) -

Los valores expresan el niimero y el % de casos para cada variable. (M37W n=24; Ph3 n=
23), *efecto significativo de la dieta (P<0,05). @b Letras diferentes en la misma fila indican
diferencias significativas (P<0,05).

Los carotenoides son capaces de modular la respuesta inflamatoria en algunos érganos,
esto ha sido descrito para el higado cuando el aporte es a través de la dieta y en respuesta
a un desafio inflamatorio, demostrando un menor indice de inflamacién, medido en fase
aguda como menor incremento de peso del higado (Meriwether et al. 2010) por otra parte
una carencia de carotenoides en la dieta o en el vitelo, potencia la reaccién inflamatoria
sistémica en pollos (Koutsos et al. 2006).

Fig. 9: Muestra de higado (A) donde se aprecian abundantes hematies y linfocitosis (B) se
aprecia una importante fibrosis y esteatosis (recuadros) (Hematoxilina Eosina x 40).
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No se han observado diferencias significativas entre el tratamiento Ph3 y el control M37W
para necrosis (x2?=4,191; P=0,381) y fibrosis (¥2?=4,332; P=0,363). Los pollos que han
comido la dieta Ph3 no presentan ningtn caso extremo en las variables mencionadas.

3.4.5.2 Pulmon

El sistema respiratorio de los pollos, presenta algunas diferencias con los mamiferos, el
pulmén no se dilata ni se contrae durante la respiraciéon y estd diferenciado en dos
estructuras histolégicas, paleopulmén y
neopulmoén (Fede 1980), ademas disponen
de 9 sacos aéreos, distribuidos por el
cuerpo, la superficie de la barrera de
intercambio aire-sangre, es menor y mucho
mas delgada que en los mamiferos (Watson
et al. 2007), resultando finalmente muy
eficaz en su cometido.

El estudio histopatolégico de las muestras
de pulmoén, no evidenciaron diferencias
entre los pollos que comieron el maiz Ph3 y
Fig_ 10: Marcada ﬁbrosis pu[monar los que comieron el maiz M37W (P>0,05).
(recuadro) (Hematoxilina Eosina x 40).

Tabla 14: Efecto de la dieta sobre las lesiones estudiadas en pulmén.

Lesion M37W Ph3

ne (%) n® (%)
Sin lesion 7 (29,20) 3 (13,00)
Lo Leve [<10%) 7 (29,20) 8 (34,80)
Moderada [11-20%] 8 (33,30) 10 (43,50)

Severa [>20%] 2 (8,30) 2 (8,70)

Sin lesion 3 (12,50) 3 (13,10)

o Leve [<10%)] 10 (41,70) 7 (30,40)
Fibrosis Moderada [11-20%] 9 (37,50) 7 (30,40)
Severa [>20%] 2 (8,30) 6 (26,10)

(M37W n=24, Ph3 n=23). Los valores expresan el niimero y el % de animales.
No existen diferencias significativas para la distribucion de inflamacién y?=1,868; P=0,600
No existen diferencias significativas para la distribucion de fibrosis y?=2,759; P=0,430.

Los pollos que comieron la dieta con maiz Ph3 no presentaros diferencias en la
presentacion ni en el perfil de gravedad de las lesiones de fibrosis e inflamaciéon en
relacion con los pollos que comieron la dieta con maiz M37W.

3.4.5.3 Bolsa de Fabricio

El estudio histopatolégico de las muestras de bolsa de Fabricio, no evidenciaron
diferencias entre los pollos que comieron el maiz Ph3 y los que comieron el maiz M37W
(P>0,05).
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El nimero de pollos que aparecen con lesién en ambos tratamientos y para todos los
grupos de lesiones (vacuolizacion cortical y medular y deplecién) es elevado (Tabla 15). La
mayor parte de las lesiones que se presentan son leves. En ninglin caso se observaron
lesiones macroscopicas en el tejido de la Bolsa de Fabricio durante la necropsia.

Tabla 15: Efecto de la dieta en la presentacion de lesiones en tejido de bolsa de Fabricio.

M37W Ph3
n? (%) n° (%)
Sin lesion 6 (25,00) 6 (26,10)
s Leve 5 (20,80) 6 (26,10)
epiecion Moderada 9 (37,50) 7 (30,40)
Severa 4 (16,70) 4 (17,40)
Sin lesion 6 (25,00) 6(26,10)
Vacuolizacién Leve 8(33,30) 10 (43,50)
medular Moderada 6 (25,00) 3 (13,00)
Severa 4 (16,70) 4 (17,40)
Sin lesion 19 (79,10) 16 (69,60)
Vacuolizaciéon Leve 3(12,50) 5(21,70)
cortical Moderada 1(4,20) 1(4,30)
Severa 1 (4,20) 1 (4,40)

(Ph3 n=23; M37W n=24). Los valores expresan el niimero y % de animales.

No existen diferencias significativas para depleciény?=0,320; P=0,956.

No existen diferencias significativas para vacuolizacién medular y?=1,201; P=0,753.
No existen diferencias significativas para vacuolizacién cortical y?=0,736; P=0,865.

Segun el experimento de Tabeekh
y Mayah (2009) la regresion del
peso de la bolsa a partir de la
semana 10 de vida del pollo es
mas rapida que la regresion del
volumen, todo indica que el
proceso de degeneracion de la
bolsa se inicia a partir de la
deplecion linfocitaria de los
foliculos, seguido de la infiltracién
de los espacios interfoliculares
por tejido conectivo. Una vez
producido cierto grado de

Fig. 11: Foliculo de la bolsa de Fabricio, donde es
posible comprobar la existencia de vacuolas tanto ~deplecion, es posible apreciar
en la zona medular como en la cortical zonas de vacuolizacion.
(Hematoxilina Eosina x 40).

3.4.5.4 Rifidon

En el examen macroscopico no se observé ninguna lesion.
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La frecuencia de presentacion de lesiones en cortes histolégicos de rifion fue similar para
todos los grupos de lesiones (P>0,05). En ambos tratamientos, el nimero de pollos que
aparecen con agregados linfoides y con hematies en el espacio intersticial es elevado. La
graduacion de las lesiones presentadas en todos los casos es leve, lo que hace compatibles
las apreciaciones macroscoépicas y los hallazgos microscopicos.

Tabla 16: Efecto de la dieta Ph3 en la presentacion de lesiones en tejido de rifion.

Lesién M37W Ph3 i p
n? (%) n? (%)

Agregados linfoides 22 (91,67) 22(95,65) 0,312 0,576

Atrofia glomerular 7 (29,17) 9 (39,13) 0,519 0,471

Dilatacion tubular 8(33,33) 4 (17,39) 1,570 0,210

Extravasacion hematica intersticial 22 (91,67) 23 (100) 2,002 0,157
Hipertrofia tubular 9(12,50) 8(21,74) 0,038 0,846
Mineralizacion 3(37,50) 5 (34,78) 0,710 0,399

(Ph3 n=23; control M37W n=24). Los valores expresan el niimero y el % de animales.

La complejidad estructural del rifién de las aves y las diferencias con los mamiferos hacen
de este 6rgano un sujeto de estudio particular; pueden encontrarse descripciones precisas
en Siller (1981), Goldstein y Skadhauge (1999). Destaca el doble sistema venoso, similar a
peces y reptiles y la presencia de dos tipos de nefronas unas de tipo reptiliano y otras
similares a los mamiferos. La vinculacién de sindromes renales con esteatosis hepatica o
sindrome de higado graso quedd descrita en el pollo (Siller 1981) y probablemente es uno
de los débitos fisiologicos que la avicultura moderna genera en los pollos de engorde
debido a las dietas de alto crecimiento que aportan proteina y energia en cantidades
elevadas.

3.4.5.5 Bazo

El bazo es un drgano linfoide y hematopoyético, que en los pollos empieza a realizar su
funcién tan pronto como se genera el esbozo esplénico, entre los dias 7 y 11 de incubacién
(Olah y Vervelde 2008). En la zona de pulpa roja, tienen lugar los principales eventos
hematopoyéticos, no obstante estan presentes abundantes linfocitos T independientes,
especialmente CD8* y TCRY$, células NK y especialmente macr6fagos capaces de expresar
Complejo de Histocompatibilidad Mayor de tipo II (CHM II) (Jeurissen et al. 1999).

Los principales grupos linfoides se encuentran en la pulpa blanca, en ella hay algunas
areas bien definidas: la zona de los linfocitos perielipsoides, rodeados por la capsula de
Schweigger-Seidel que filtrara la llegada de antigenos hasta los linfocitos perielipsoides
(Olah y Glick 1982); la zona de los linfocitos de envoltura periarteriolar y en la base, otro
grupo conocido como centro germinal. Dado que en el bazo no hay entrada de vasos
linfaticos, ni aferentes ni eferentes, la informacion antigénica, procede directamente de la
sangre.

En el experimento no hay diferencias significativas entre tratamientos en relacion a la
morfologia de la pulpa blanca (hipertrofia y atrofia), atrofia de pulpa roja, presencia de
pigmentos, fibrosis o alteraciones en las capsulas de Schweigger-Seidel. Se observé
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hipertrofia significativa (P<0,01) de la pulpa roja en los pollos que comieron la dieta
M37W (33,33%) en relacién con los que comieron la dieta Ph3 (ningun caso).

Se aprecia hiperplasia arterial en los pollos del tratamiento Ph3 practicamente en casi
todos los casos (91,30%), esta frecuencia es significativamente diferente (P<0,01) de la
encontrada en el tratamiento M37W (36,36%). Los nddulos linfoides aumentados,
también presentan una elevada frecuencia (65.22%) para el tratamiento Ph3,
significativamente diferente (P<0,01) con M37W (25%).

Tabla 17: Efecto de la dieta Ph3 en la presentacion de alteraciones en tejido de bazo.

Lesion M37W Ph3 P
n? (%) n? (%)

Atrofia pulpa blanca 8(33,33) 5(21,74) 0,374
Hipertrofia pulpa blanca 9 (37,50) 15 (65,22) 0,057
Atrofia pulpa roja 11 (45,83) 12 (52,17) 0,252
Hipertrofia pulpa roja 8(33,33) - 0,0024**
Hiperplasia arterial 12 (36,36) 21(91,3) 0,0020**
Fibrosis 3(12,50) 4(17,39) 0,638
Pigmentos 6 (25,00) 8 (34,78) 0,463
Ndédulos linfaticos aumentados 6 (25,00) 15 (65,22) 0,0056**
Capsula de Schweigger-Seidel 6 (25,00) 4(17,39) 0,524

(Ph3 n=23; M37W n=24) (**P<0,01). Los valores expresan el niimero y el % de animales.

La hiperplasia arterial y un mayor tamafio en los nddulos linfaticos hacen suponer una
mayor reaccién inflamatoria en el bazo del tratamiento Ph3. Debido a la complejidad
estructural de este 6rgano linfoide no se ha podido determinar si esta reaccidon esta mas
vinculada a la respuesta inmunolégica humoral o celular; aunque todo parece indicar en
funcién de la deteccion de anticuerpos en suero, que podria tratarse de una reaccion de la
inmunidad celular, linfocitos T CD4 y CD8, ambos presentes en el bazo.

3.4.5.6 Timo

En las aves el timo se sittia en el cuello, paralelo al nervio vago y a la vena yugular interna;
a cada lado del cuello se pueden encontrar 7 u 8 16bulos de entre 6 y 12 mm de diametro,
cada lébulo esta rodeado de una capsula de tejido fibroso de la que parten los septos que
dividen de forma incompleta el parénquima. Histol6gicamente esta formado por una
médula central, rodeada de cértex lobulado (Davison et al. 2008).

Este 6rgano modifica su tamafio relativo a lo largo de la vida del pollo; durante las 2
primeras semanas de vida, hay un crecimiento relativo en tamafio y peso muy rapido,
llegando al maximo al final de la segunda semana, luego va decreciendo hasta desaparecer
a la semana 20. Durante este periodo los l6bulos se van atrofiando, el parénquima es
invadido por tejido adiposo y la diferenciacion entre médula y cortex, desaparece (Tarek
et al. 2012) a la vez que el numero de corpusculos de Hassal se incrementa (Haseeb et al.
2014).
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En el timo, se encuentran linfocitos T, macréfagos y células dendriticas de procedencia
exdgena, que durante el periodo embrionario van llegando en oleadas sucesivas (Coltey et
al. 1989). Las células T, tras la diferenciacion y expansion por el cortex, se convertiran en

linfocitos CD4* y CD8*.

Diferentes agentes patdgenos pueden producir lesiones en el timo. Hadipour et al. (2011)
han comprobado que la infeccién experimental con una cepa de influenza aviar (H5N2) de
baja patogenicidad, produce en pollos de 20 dias deplecién linfocitaria en el &rea medular.
La infecciéon experimental con virus de Marek, produce en el timo cambios en el perfil
proteémico, atrofia y finalmente inmunodepresion (Hu et al. 2012). La intoxicacidon
experimental con Deoxinivalenol (DON) produce lesiones intensas en el timo,
degeneracion, necrosis y deplecion (Solcan et al. 2012)

Tabla 18: Alteraciones en tejido de timo en respuesta a la dieta con maiz Ph3.

Lesion M37W Ph3 P

n? (%) n? (%)
Hipertofia cortical 18 (75,00) 17 (73,91) 0,931
Hipertrofia medular - 7 (30,43) 0,0034**
Atrofia medular 15 (65,22) 9 (39,13) 0,077
Pocos Corpusculos de Hassal 6 (25,00) 9(39,13) 0,299
Hiperplasia arteriolar 7 (29,17) 4 (17,39) 0,340

(Ph3 n=23; M37W n=24) (**P<0,01). Los valores expresan el niumero y el % de animales.

En los resultados se evidencia hipertrofia medular significativamente mayor en los pollos
del tratamiento Ph3 lo que indica que hubo una reaccién inmunitaria celular mayor,
aunque también pudiera deberse a una regresiéon mas tardia del timo, especialmente
cuando se comparan los resultados de atrofia medular (Davison et al. 2008).

En ningin caso se detectaron lesiones graves como degeneraciéon o necrosis; y los
hallazgos son compatibles con las caracteristicas de 6rgano sano.

3.4.5.7 Tonsilas cecales

Forman parte del tejido linfoide secundario y se presentan como un area engrosada en la
parte proximal de cada uno de los ciegos. El tejido linfoide se estructura en torno a las
criptas del lumen intestinal y esta formado por tejido linfoide difuso con algunos centros
germinales mas densos, la mucosa de la cripta se encuentra invadida de linfocitos (Glick
1986).

La exposicion continua a antigenos, la presencia tanto de linfocitos T como B y de células
plasmaticas productoras de anticuerpos (IgM, IgG e IgA) hacen de las tonsilas cecales un
verdadero érgano centinela.

En las muestras histologicas de las tonsilas cecales, se valor6 la deplecion linfocitaria y la
infiltracién linfocitaria en la mucosa intestinal; en ningtn caso se observaron diferencias
significativas entre los tratamientos (P>0,05).

43



ENSAYO I: RESULTADOS Y DISCUSION

Tabla 19: Efecto de la dieta Ph3 en la presentacion de alteraciones en tejido de tonsilas
cecales.

Lesion M37W Ph3 P
n? (%) n? (%)

Deplecion linfocitaria 5(20,83) 9(39,13) 0,170

Infiltrado linfocitario en mucosa 2(8,33) 2(8,70) 0,964

(Ph3 n=23; M37W n=24). Los valores expresan el niimero y el % de animales.

Fig. 12: Tonsila cecal, obsérvense tres nddulos linfoides completos en la zona central de la
imagen y en el extremo superior otro incompleto. (Hematoxilina Eosina x 40).

3.4.6 Bioquimica

Antes del sacrificio y una vez aturdidos, se extrajo sangre de todos los pollos (n=47); tras
el desuerado, se desecharon tres muestras por presentar una cantidad insuficiente de
suero, para garantizar la analitica completa. Los sueros fueron analizados en el Servicio de
Laboratorio del Hospital Universitario Arnau de Vilanova, Lleida.

No se encontraron diferencias significativas entre los pollos que comieron las dietas
M37W y Ph3 para las variables bioquimicas estudiadas (P>0,05). Los valores medios de las
determinaciones bioquimicas son propios de un lote sano.

El valor obtenido en los pollos de la dieta Ph3 para la glucosa, 238,52 * 4,409 mg/d], es
ligeramente inferior al encontrado por Abdi-Hachesoo et al. (2011), 260,50 * 18,71 mg/dl
con pollos de la misma estirpe genética (Ross) pero en edad adulta.

Los resultados de Abdi-Hachesoo et al. (2011) para transaminasa glutdmico piruvica, GPT
(10,20+2,25 UI/L) son superiores a los hallados en pollos que han comido maiz M37W,
(4,33%£1,241 UI/L) o maiz Ph3 (6,132,448 UI/L). Sin embargo Sribhen et al. (2003)
obtiene valores de 2,13+1,30 UI/L que son dos y tres veces inferiores respectivamente que
los de los pollos del ensayo que han comido maiz M37W y Ph3. Por otra parte, Silva et al.
(2008) obtienen valores (3,853+1,969 Ul/L) similares a la dieta con maiz M37W, e
inferiores al obtenido en el tratamiento Ph3.
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Tabla 20: Bioquimica sanguinea, efecto de la dieta con maiz Ph3.

M37W Ph3 P
Glucosa(mg/dl) 236,38+3,246 238,52+4,409 0,702
Proteina total (g/dl) 2,90+0,085 3,039+0,065 0,196
Albumina (mg/dl) 1,63+0,030 1,70+0,026 0,187
GOT (UI/L) 249,33+14,726 312,22+42,775 0,188
GPT (UI /L) 4,33+1,241 6,13+2,448 0,528
LDH (UI /L) 2644,29+274,661 2777,43+210,234 0,699
GGT (UI /L) 21,05+1,059 18,65+1,360 0,177
FAL (UI /L) 1987,38+168,063 2111,83+185,040 0,623
Bilirrubina total (mg/dl) 0,0514+0,003 0,0596+0,003 0,066
Hemoglobinemia (mg/dl) 118,24+71,898 124,52+57,147 0,945
Lipemia (mg/dl) 2,48+0,313 2,52+0,382 0,928
Creatinina (mg/dl) 0,030,005 0,040,021 0,660
Acido Urico (mg/dl) 4,13+0,753 4,78+0,940 0,600
Ca (mg/dl) 9,86+0,187 10,17+0,122 0,170
K (mEq/L) 6,33+0,598 6,96+0,735 0,515
P (mg/dl) 7,96+0,247 8,310,358 0,432
Na (mEq/L) 147,07+0,941 148,29+0,620 0,275

(Ph3 n= 22, M37W n=22). GOT transaminasa glutdmico oxalacética; GPT transaminasa
glutdmico piruvica; LDH Lactato deshidrogenasa; GGT Gamma glutamil transpeptidasa;
FAL Fosfatasa alcalina. Los valores corresponden a la media y error estdndar.

Para GOT, el valor del tratamiento con maiz Ph3, 312,22+42,775 Ul/L es superior a los
hallados por Abdi-Hachesoo et al. (2011), 198,40+14,06 UI/L, Silva et al. (2008),
228,95+49,66 UI/L Burlikowska et al. (2010) 254,58+33,91 UI/L. o Bowes et al. (1989)
254+29,3. El valor medio de GOT en los pollos que han comido maiz M37W,
(249,33+14,726 Ul/L) se halla cercano a los resultados descritos.

Sribhen et al. (2003) obtiene datos de variables bioquimicas sanguineas para pollos de 35
dias de edad; el valor de la creatinina es de 0,20£0,04 mg/dl, muy superior al obtenido en
los pollos de los tratamientos M37W y Ph3; 0,035+x0.054 y 0,04+0,021 mg/dl
respectivamente.

El color del suero fue valorado por colorimetria y expresado en escala de cero a dos, para
determinar los valores de ictericia; en humanos y mamiferos este pardmetro da una
referencia de la bilirrubina y de la biliverdina presentes en el suero. En el estudio este
valor queda modificado por la elevada presencia de carotenoides y de sus metabolitos
(Tabla 21).
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Tabla 21: Efecto de la dieta en los valores de color en el suero.

M37W Ph3
COLOR? ne (%) n? (%)
0 21 (95,55 %) 2 (9,09 %)
1 0 (0 %) 2 (9,09 %)
2 1 (4,55 %) 18 (81,82 %)"

(Ph3 n=23, M37W n=22) (*P<0,05). Los valores expresan el niimero y el % de animales.
1E1 color corresponde al indice ictérico en determinaciones bioquimicas.

Existen diferencias entre los tratamientos M37W y Ph3 para la variable color del suero
medido por cromatografia con el indice ictérico estas diferencias son significativas en los
rangos extremos (0 y 2) y en el conjunto de la variable (x2 =32,904, P<0,0001). El caso
positivo de grado 2 de la dieta control M37W, probablemente se trate de un caso de
hemolisis.

Tabla 22: Efecto de la dieta con maiz en colesterol, triglicéridos y ratio HDL/LDL.

M37W Ph3 P
Colesterol (mg/dl) 153,815,106 163,96+4,565 0,145
HDL (mg/dl) 119,29+3,885 126,174,010 0,226
LDL (mg/dl) 27,14+1,333 27,91+1,484 0,703
VLDL (mg/dl) 10,01+£1,027 11,42+1,317 0,410
TRIG (mg/dl) 50,055,135 57,09+6,587 0,410
HDL/LDL (mg/dl) / (mg/dl) 4,53+0,173 4,69+0,199 0,537

(n=22). Los valores expresan la media # el error estdndar.

No existen diferencias significativas entre los tratamientos para el colesterol total, para los
tipos LDL y HDL ni para VLDL tampoco para Triglicéridos ni para la ratio HDL/LDL
(P>0,05).

Los valores de colesterol total en el grupo de la dieta Ph3 (163,96+4,565 mg/dl) son
similares a los obtenidos por Sribhen et al. (2003) (141+22 mg/dl) y claramente inferiores
a los presentados por Suchy et al. (2004) (283 mg/dl).

3.4.7 Hematologia

Las muestras hematoldgicas fueron analizadas en el Servicio de Laboratorio del Hospital
Universitario Arnau de Vilanova de Lleida a partir de un envio ciego de las mismas. En el
estudio se empled un hemocitémetro y el estudio de los leucocitos fue realizado en camara
de Neubauer.

Existen diferencias significativas (P=0,040) entre los pollos que han comido maiz M37W y
los que han comido maiz Ph3 para el recuento total de leucocitos (21.672+2.859 vs.
14.892+1.535 leucocitos/pl respectivamente); también se han producido diferencias
significativas, P=0,046 en el recuento de heterofilos (11.800+1.872 y 7.641+883 para los
tratamientos M37W y Ph3).
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Tabla 23: Hemograma, efecto de la dieta con maiz Ph3.

M37W Ph3 P
Hematocrito % 34,27+0,675 35,38+0,738 0,286
Hemoglobina (g/dl) 11,29+0,244 11,75+0,250 0,203
Leucocitos (n/ul) 21.672,73+2.859,024 14.892,31+1.535,998 0,040*
Eosinofilos (n/pl) 1.064,36+£164,499 836,31+155,447 0,326
Basofilos (n/pl) 2.368,73+415,674 1.518,15+226,090 0,074
Linfocitos (n/ul) 5.837,45+564,882 4.525,54+463,614 0,083
Monocitos (n/pl) 601,45+153,154 371,08+75,006 0,170
Heterofilos (n/ul) 11.800,73+1.872,092 7.641,23+883,212 0,046*
L/H! (n/n) 0,583+0,0796 0,629+0,0477 0,614

Medias con error estdndar, (M37W n=11; Ph3 n= 13) *P<0,05.
1L./H, Linfocitos/Heterdfilos.

La respuesta inmunitaria medida en base a la concentracién de elementos de la serie
blanca fue mas moderada en los pollos que comieron la dieta Ph3, la férmula leucocitaria
mantiene el perfil sin diferencias significativas entre dieta M37W y dieta Ph3.

Estudios con ratones a los que se les ha administrado Luteina, Astaxantina, y 3-Carotenos
y han sido desafiados con un antigeno de respuesta T-dependiente, demuestran que estos
compuestos poseen un importante efecto inmunomodulador (Jyonouchi et al. 1994). La
base de estos efectos estda en la capacidad de los carotenoides para insertarse en la
membrana celular y protegerla de la peroxidacién de los lipidos. Esto potencia la
capacidad de respuesta de los linfocitos; también el resto de efectos y la accion conjunta de
ellos como la potenciacion de la comunicacidn celular a través de las ventanas celulares, el
bloqueo de los radicales libres y la inhibicién de la oxidacién por el acido araquidénico,
participan de esta regulacion (Deming et al. 2002).

Tabla 24: Efecto de la dieta con maiz Ph3 en la formula leucocitaria.

M37W Ph3 P
Eosindfilos (%) 5,36+0,778 5,54+0,573 0,855
Basoéfilos (%) 10,55+1,082 10,00+0,884 0,697
Monocitos (%) 2,64+0,491 2,92+0,655 0,737
Linfocitos (%) 28,641,983 30,85+1,436 0,367
Heterdfilos (%) 52,82+2,789 50,69+1,886 0,524

Medias con error estdndar, (M37W n=11; Ph3 n=13).

No existen diferencias (P>0,05) en la distribucién porcentual de los diferentes tipos de
leucocitos.

El perfil leucocitario es similar a los publicados por otros autores (Johnson-Delaney 2008;
Carpenter 2013; Samour 2006) y difiere del publicado por Abdi-hachesoo et al. (2011)

47



ENSAYO I: RESULTADOS Y DISCUSION

realizado con pollo adulto de 26 semanas de vida, heterdfilos 30,20+£5,39 %, linfocitos
61,60+6,60 % y basofilos 1,1+1,1 %; los valores porcentuales de monocitos y eosindfilos
son similares.

3.4.8 Serologia

Se realiz6 el estudio serolégico de las principales enfermedades viricas de los pollos; para
ello se hizo un envio ciego de 47 muestras de suero a el Centro de Estudios de Sanidad
Avicola de Catalufia y Aragén (CESAC). Se controlaron, Anemia del Pollo (CAV),
enfermedad de Gumboro (IBD), enfermedad de Newcastle (NCD), afectaciéon por Reovirus
(REOQ) y Bronquitis Infecciosa Aviar (IBV).

Para el estudio de los titulos frente a IBV se empled la técnica de Inhibicién de la
Hemoaglutinacion (IH), incluyendo la cepa clasica M41 y las cepas variantes (QX, 973/B,
IT02). También se empled esta técnica para el estudio de NCD. Los titulos de anticuerpos
frente a IBD, CAV y REO fueron determinados por la técnica de ensayo por
inmunoabsorcidn ligado a enzimas (ELISA). Estas técnicas y determinaciones son de
rutina en el CESAC.

La respuesta a IBD y IBV esta afectada por el protocolo vacunal seguido con los pollos, que
fueron vacunados frente a IBV en la incubadora el primer dia de vida y frente a IBD
durante la prueba a los 16 dias de vida.

No se han detectado diferencias significativas entre los tratamientos para los titulos
serologicos de las enfermedades estudiadas (P>0,05).

Los titulos expresados frente a Reovirus se estima que lo son por respuesta frente a virus
campo. En el caso de CAV, los titulos presentes pueden ser anticuerpos residuales
originados en la inmunidad maternal, o al contacto con virus CAV de campo dado la
dificultad de evitar su presencia en condiciones convencionales (Rosenberger y Cloud
1998).
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Tabla 25: Efecto de la dieta Ph3 en los titulos seroldgicos (IBV, IBD, REO, CAV y NCD?).

M37W Ph3 P
(n=24) (n=21)
M41 3,670,143 3,480,164 0,384
BV 793-B 3,29+0,185 2,950,109 0,123
QX 2,42+0,133 2,19+0,088 0,164
IT02 3,21+0,180 2,86+0,143 0,142
IBD 2.145,04+289,824 1.614,14+320,337 0,225
REO 40,42+17,543 74,00£42,700 0,450
CAV 0,97+0,012 0,99+0,013 0,451
NCD nd nd -

Medias con error estdndar, (Ph3 n= 22, M37W n=22); nd, no detectado.
1Bronquitis Infecciosa Aviar (IBV, enfermedad de Gumboro (IBD), Reovirus (REQO) Anemia
del Pollo (CAV), enfermedad de Newcastle (NCD).

3.4.9 Analisis de carotenos

La concentracidn de carotenos depositados en diferentes tejidos y suero fue analizada por
HPLC en un laboratorio de Bioquimica molecular en ].W. Goethe Universitit, Frankfurt,
Alemania.

3.4.9.1 Suero

Los pollos que comieron la dieta Ph3, presentan una concentracién de carotenoides en
suero de 3,42 pg/ml, que es 12 veces superior al valor alcanzado en los pollos control, que
comieron una dieta baja en carotenoides, (0,28 ug/ml de suero). Los valores alcanzados
son suficientes para que las muestras de suero del tratamiento se diferencien por
presentar un color mas amarillo.
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Fig. 13: Concentracion de carotenoides y retinol en suero. Los valores expresan la
concentracion media y el error estdndar en ug de carotenoides por ml de suero; (n=5);
***P<0,001. Viol, Violaxantina; Lut, Luteina; Zeax, Zeaxantina; [3-Car-5,8-epox, (3-Caroteno-
5,8-epoxido.
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La concentracién de retinol en suero en los pollos que comieron la dieta Ph3 es de 0,95
ug/ml, un 75% mas que en los pollos que comieron la dieta M37W (0,54 pg/ml). Estos
datos demuestran que hay
transformacion de los carotenoides
precursores de vitamina A (a y B-
Caroteno y B-Criptoxantina) procedentes
del maiz modificado genéticamente en
retinol. El pienso de la dieta M37W
practicamente es carente en carotenoides
precursores de vitamina A; se puede
considerar que la concentracién de
retinol en suero en la dieta M37W es
procedente del aporte del suplemento en
vitamina A del pienso (12.000 Ul vitamina
A) y que es igual en ambos tratamientos y

Fig. 14: Muestras de suero obtenido de los
pollos; a la izquierda las muestras

. . que por lo tanto el diferencial Ph3 y
pertenecientes al tratamiento Ph3, a la
derecha las muestras pertenecientes al M37W (41 ug/ml) es procedente de la

control. metabolizacion sufrida por los
precursores de carotenos aportados en la
dieta Ph3 (6,17 pg/g en el pienso de crecimiento).

3.4.9.2 Musculo

Se valoré y estudi6 la concentracién de carotenoides en tejido muscular; los resultados
demuestran diferencias entre la dieta Ph3 y la dieta M37W, también existen diferencias
cualitativas y cuantitativas entre los dos musculos.

En pectoralis major (pechuga), hay diferencias significativas (P<0,001) entre dietas Ph3 y
M37W para luteina, zeaxantina y B-caroteno. A pesar de estar presentes en ambos piensos,
violaxantina (0,54+0,041 pg/g) y PB-criptoxantina (0,36+0,027 pg/g) aparecen
exclusivamente en la pechuga de los pollos que han comido la dieta Ph3, otros autores en
este musculo, Unicamente encuentran luteina y zeaxantina, destacando expresamente la
ausencia de B-carotenos (Le Bihan-Duval et al. 2011).

En el musculo iliotibial (muslo) se encuentran diferencias significativas (P<0,001) para la
zeaxantina. Destaca la presencia en el tratamiento Ph3 de epéxidos de zeaxantina y (-
carotenos (zeaxantina-5,8-ep6xido, 0,47+0,031 pg/g y B-caroteno-5,8-epdxido 0,49+0,031
ug/g) que indican que existe metabolizacién de estos carotenoides en sus epdxidos; esto
no se encuentra en el tratamiento M37W y tampoco se ha detectado en el musculo de
pechuga.
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Fig. 15: Efecto de la dieta Ph3 en los carotenoides en tejido muscular. (a) pechuga, pectoralis
major; (b) muslo, iliotibial. Los valores expresan la concentracién media y el error estdndar
en ug de carotenoides por g de materia seca; (n=5); ***P<0,001. Viol, Violaxantina; Lut,
Luteina; Zeax, Zeaxantina; a-Cry, a-Criptoxantina; (-Cry, $-Criptoxantina; (3-Car, f-Caroteno;
Zeax-5,8-epox, Zeaxantina-5,8-epdéxido; $-Car-5,8-epox, -Caroteno-5,8-epdxido.

En el musculo de la pata, a diferencia del musculo de la pechuga, no se detectaron
violaxantina, 3-criptoxantina y 3-carotenos.

Existe por tanto una diferencia clara entre ambos grupos musculares no solo en la
concentraciéon de carotenoides sino también en la presencia y metabolizacion de los
mismos.

3.4.9.3 Piel

Se tomaron muestras de tres areas diferentes de la piel (pechuga, muslo y pata) que son
representativas en el momento de la compra por su valoracién por el consumidor.

Existen diferencias significativas (P<0,001) entre las dieta Ph3 y M37W para la
concentracién de zeaxantina, en la piel de pechuga muslo y pata, para los epdxidos de
zeaxantina y f3-carotenos en la piel de pechuga, asi como para la luteina en la piel de la
pata.

Se ha detectado zeaxantina-5,8-ep6xido y [(-caroteno-5,8-ep6xido en pechuga, muslo y
pata de los pollos de la dieta Ph3 y inicamente en piel de pechuga en la dieta M37W.
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Se observa homogeneidad en los resultados de las muestras de piel, con independencia del
origen, tanto en la concentracién de carotenoides, como en la presencia y en la
metabolizacion. Contrasta este hecho con las diferencias observadas en el tejido muscular.
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Fig. 16: Efecto de la dieta Ph3 en los carotenoides en la piel. (a) Piel de pechuga, drea del
apteridio tronco lateral; (b) Piel de muslo, drea iliotibial; (c) Piel de la pata, drea tarso
lateral. Los valores expresan la concentracién media y el error estdndar en ug de
carotenoides por g de materia seca; (n=5); ***P<0,001. Lut, Luteina; Zeax, Zeaxantina; -Car,
B-Caroteno; Zeax-5,8-epox, Zeaxantina-5,8-epoxido; 3-Car-5,8-epox, 5-Caroteno-5,8-epdxido.
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3.4.9.4 Tejido periférico
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Fig. 17: Efecto de la dieta Ph3 en los carotenoides de tejidos periféricos. (a) Base de las
plumas. (b) Cresta. Los valores expresan la concentracién media y el error estdndar en ug de
carotenoides por g de materia seca (ms); n=5; **P<0,01, ***P<0,001. Viol, Violaxantina; Lut,
Luteina; Zeax, Zeaxantina; (-Cry, B-Criptoxantina; a-Cry, a-Criptoxantina; Zeax-5,6-epox,
Zeaxantina-5,6-epdéxido; B-Car-5,6-epox, B-Caroteno-5,6-epdxido B-Car-5,8-epox, -Caroteno-
5,8-epdxido.

El analisis de carotenoides en tejido periférico, se realizé6 sobre muestras de plumas y de
cresta; las plumas se recogieron de la zona
caudal y se les extrajo el umbricus distalis
de la regién del calamo (Yasuda 2002) para
utilizarlo en la determinacién de
carotenoides.

En la base de las plumas se encontraron
diferencias significativas (P<0,01) entre
ambos tratamientos para violaxantina y
luteina, la concentracién de esta ultima en
las plumas de los pollos con dieta M37W, es
Fig. 18: Plumas, M37W (izquierda) y Ph3 superior a la presentada por las plumas
(derecha). procedentes del tratamiento Ph3. En las
plumas de los pollos de la dieta Ph3,
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aparece zeaxantina, a y B-criptoxantina. Se confirma que los carotenoides aportados por el
maiz Ph3 llegan hasta el foliculo de las plumas y son encontrados en el cilamo. La
pigmentacidn es apreciable en toda la longitud del cdlamo e incluso en la base de las
primeras barbulas.

El color de las plumas esta determinado genéticamente y es generado principalmente por
melanina que combinada con porfirinas y carotenoides da lugar a gran variedad de colores
en algunas aves (Leeson y Walsh 2010). Sorprendentemente, los pollos del tratamiento
Ph3 presentaron coloracién amarilla procedente de los carotenoides de la dieta en las
barbulas de las plumas.

En la cresta se encontraron diferencias significativas (P<0,001) en la concentracién de
zeaxantina entre las crestas de los pollos de la dieta Ph3 (7,910,124 pg/g) y los de la
dieta M37W (0,47+0,063 ng/g). Aparecieron Unicamente en la dieta Ph3 epdxidos de
violaxantina, zeaxantina y -carotenos lo cual demuestra que existe metabolizacién de
estas sustancias en la cresta.

3.4.9.5 Grasa abdominal

Se hallaron diferencias para la concentracién de zeaxantina y zeaxantina-5,8-epdxido
(P<0,001) entre la grasa de los pollos procedentes de la dieta Ph3 y los de la dieta M37W;
se detect6 B-caroteno-5,8-epdxido en la grasa de los pollos Ph3, estando ausente en los
pollos M37W.
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Fig. 19: Efecto de la dieta Ph3 en la concentracion de carotenoides en la grasa abdominal.
Los valores expresan la concentracién media y el error estdndar en ug de carotenoides por g
de materia seca (ms); n=5; ***P<0.001; Lut, Luteina; Zeax, Zeaxantina; Zeax-5,8-epox,
Zeaxantina-5,8-epoéxido; 3-Car-5,8-epox, B-Caroteno-5,8-epoxido.

La presencia de epdéxidos en la grasa demuestra que existe metabolizacién de carotenos en
la misma.

3.4.9.6 Higado

En los pollos que han comido la dieta Ph3, la mayor concentracién de carotenoides esta en
higado, donde destaca la elevada concentracion de retinol (Vitamina A) y acido retinoico
(Fig. 20). Estos valores son superiores a los publicados por Koutsos et al. (2003), donde la
concentracién de carotenoides (luteina, zeaxantina y cantaxantina) en higado, con una
dieta que incluye carotenoides (38,4 mg/kg de pienso) es 1,97 pg/g. En el ensayo los
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pollos que comen maiz Ph3, con una concentraciéon de carotenoides de 26,99 mg/kg de
pienso, presentan valores hepdaticos de luteina mas zeaxantina de 11,93 pg/g. En el
tratamiento Ph3, la concentracién total de carotenoides, excluyendo retinol y acido
retinoico es 21,9 pg/g ms.
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Fig. 20: Efecto de la dieta Ph3 en la concentracién de carotenoides en tejido hepdtico. Los
valores expresan la concentracion media y el error estdndar en pug de carotenoides por g de
materia seca (ms); n=5; *P<0,05; Lut, Luteina; Zeax, Zeaxantina; Zeax-5,8-epox, Zeaxantina-
5,8-epéxido; B-Cry, B-Criptoxantina; [-Car, B-Caroteno; RAC, Acido Retinoico. Los valores de
Retinol estdn reflejados en el eje de la derecha.

3.4.9.7 Concentracion total de carotenoides en tejidos

La suma de carotenoides totales en los diferentes tipos de tejidos del pollo, proporciona
conocimiento sobre la distribucion de los mismos. Destaca la cresta como el 6rgano que
acumula mas carotenoides, seguido de la base de las plumas.

Curiosamente, en la piel de la pata, aunque sirve como referencia de color, para valorar
comercialmente los pollos amarillos, la cantidad acumulada de carotenos es menor que en
otros tejidos y que en otros tramos de la piel. La grasa abdominal a pesar de dar un
aspecto espectacular al color del pollo amarillo no acumula grandes cantidades de
carotenoides.
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Fig. 21: Concentracién total de carotenoides en los tejidos estudiados para los tratamientos
M37W y Ph3. Los valores se obtienen como la suma de los diferentes carotenoides y de sus
metabolitos directos hallados en cada tejido para cada estudio en ug de carotenoides por g
de materia seca (ms); n=>5.

Fig. 22: Izquierda, dieta M37W, derecha, dieta Ph3. A, cabezas; B, pechugas; C, muslos;
D,patas.
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3.5 CONCLUSIONES

1.

El maiz Ph3 obtenido por ingenieria genética para la expresion elevada de
carotenoides, libera estos compuestos bioactivos en los tejidos y fluidos del pollo
de forma significativa.

Se confirma el uso del maiz Ph3 como un método 6ptimo para alcanzar en los
pollos la coloracién amarilla solicitada por algunos consumidores.

La alimentacion con pienso en base a maiz Ph3 no tuvo efecto en los principales
parametros productivos.

El tratamiento Ph3 no afect6 al peso relativo de higado, bazo, y corazén sin
embargo si que se encontraron diferencias en el peso de la bolsa de Fabricio,
siendo mayor en los pollos del tratamiento Ph3. La dieta Ph3 tuvo un efecto
protector celular en higado.

La dieta con maiz Ph3 no afecté las funciones renales, hepaticas, ni homeostaticas,
no se vieron afectados los parametros bioquimicos. El consumo de maiz Ph3 no
afectd la concentracion ni el perfil de colesterol ni de triglicéridos.

Los pollos que comieron la dieta Ph3 presentaron una concentracién inferior de
leucocitos, explicada fundamentalmente por una concentracién también menor de
heteroéfilos. La férmula leucocitaria no presenta diferencias significativas. La
respuesta inmunitaria mediada por anticuerpos no se vio afectada por la dieta Ph3.
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Ensayo II
Evolucion del color, valoracion productiva y sanitaria en
pollos criados en una explotacion comercial alimentados con
maiz Ph3 fortificado con carotenoides

4.1 INTRODUCCION

En el sector avicola la actividad econémicamente mas importante es el de engorde de
pollos, debido a su corto periodo de crecimiento y el gran volumen de produccién. Este
sector ha sido favorecido por la actual situaciéon econémica ya que se trata de un alimento
sano, nutritivo y barato (Castell6 et al. 2002).

En Espafia se consumen aproximadamente 25 kg de carne de ave por persona y afio, de los
cuales 19 kg son de carne de pollo (FAO, 2012); estos datos son inferiores a los
proporcionados por el Ministerio de Agricultura Alimentaciéon y Medio Ambiente (29,4 Kg
de carne de ave por persona y afio) de (MAGRAMA 2014b).

El consumo de pollo tipificado como “pollo amarillo”, habitual en Galicia, Pais Vasco y
ciertas areas de Cataluiia, es incierta y no se disponen de estudios ni estadisticas recientes,
aunque en base a datos previos (Federacién Avicola Catalana 1992), se estima que un 20%
del mercado de carne de pollo es amarillo. Sin embargo en otros paises como Brasil, China
o Estados Unidos, practicamente todo el pollo consumido es amarillo.

La pigmentacion del pollo de engorde es un factor importante en la aceptacién del
consumidor y la calidad percibida de éste. El color de la piel de los pollos es proporcionado
por carotenoides presentes en la dieta que se depositan en la piel y la grasa subcutanea.
Que también estan implicados en el crecimiento, el metabolismo y la fertilidad (Pérez-
Vendrell et al. 2001).

En un ensayo previo realizado en la Universidad de Lleida (ver Ensayo I) en condiciones
experimentales se compararon dos grupos de pollos machos Ross 308, uno de los cuales
fue alimentado con pienso que contenia el maiz transgénico Ph3 y el otro pienso elaborado
a partir del maiz isogénico (M37W) que se utiliz6 como patrén para las modificaciones
genéticas. Se obtuvo diferencias significativas en la coloracién tanto externa (piel, plumas)
como interna musculo y grasa de los pollos alimentados con el maiz Ph3. No hubo
diferencias significativas entre los tratamientos en las variables de crecimiento,
rendimiento, consumo y mortalidad. Se encontraron diferencias significativas entre
tratamientos en el peso de la bolsa de Fabricio.
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4.2 OBJETIVOS

Estudiar la liberacidn de carotenoides bioldgicamente activos a partir del maiz rico en
carotenoides (M37W-Ph3) en pollos de engorde criados en una granja comercial y las
repercusiones en los parametros comerciales productivos y sanitarios.

Determinar la evolucién del color de la piel (patas) de los pollos alimentados con maiz Ph3
durante la fase de crecimiento y la afectacién de la citada evoluciéon por el manejo,
condicion sanitaria, o tratamientos medicamentosos efectuados en la granja.

Analizar el efecto de la alimentacién con maiz Ph3 en el rendimiento de la canal de los
pollos criados hasta la edad de 35 dias.
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4.3 MATERIAL Y METODOS

4.3.1 Preparacion de la dieta

El cultivo del maiz empleado en esta prueba, queda descrito en en la pagina 24.

La elaboracidn de las dietas, control y experimental, se realiz6 segtn las recomendaciones
publicadas por National Research Council (1994) para la alimentacion de pollo,
actualizadas por formulas comerciales recientes (Aviagen 2008) y elaboradas en el centro
de investigacion IRTA Mas de Bover, de Reus.

Antes de la preparacion de los piensos, el maiz Ph3 se moli6 para posteriormente ser
liofilizado. Este proceso se puede realizar para conservar las caracteristicas organolépticas
y nutritivas , reduciendo las pérdidas de los componentes volatiles o termosensibles a
partir de un proceso de conservacion que combina la congelaciéon y la deshidratacién
(Ramirez 2006). El objetivo de la liofilizacidn en el ensayo era estabilizar los carotenoides.

En la Tabla 26 se muestran todos los componentes de los piensos utilizados para el
estudio y la proporcion de utilizacién de cada uno de estos componentes.

Tabla 26: Composicién (%) del pienso.

Inicio (0-9 dias) Crecimiento (10-35 dias)

Ingredientes (%) M37W Ph3
Maiz comercial 28,30 - -
Maiz M37W - 58,209 -
Maiz Ph3 - - 58,209
Soja 47.5% Brasil XPRT 29,50 17,861 17,861
Soja integral (FFS) 7,16 15,835 15,835
Aceite de soja 5,80 4,167 4,167
Trigo 24,60 - -
Fosfato monocalcico 0,49 1,228 1,228
Carbonato de Calcio 1,39 1,097 1,097
Metionina 0,37 0,333 0,333
Treonina 0,05 0,047 0,047
Colina 60% - 0,042 0,042
Lisina polvo 79% base 0,50 0,277 0,277
Sal 0,30 0,317 0,317
Bicarbonato sosa - 0,119 0,119
Corrector basico* 1,52 0,313 0,313
Complemento - 0,104 0,104
Salinomicina 12% - 0,052 0,052

*Corrector Arranque: Vitamina A, 10.000 Ul/Kg; vitamina D3, 2.000 Ul/Kg; vitamina E, 80 Ul/kg;
vitamina B1, 2 mg/kg, vitamina B2 8 mg/kg; vitamina B6, 4 mg/kg; vitamina B12 0,02 mg/kg;
vitamina K; 2,25 mg/kg; dcido félico, 1 mg/kg, dcido nicotinico, 40 mg/kg; dcido pantoténico 11,7
mg/kg; biotina, 0,1 mg/kg; cobre, 6 mg/kg; zinc 54 mg/kg; hierro, 40 mg/kg; manganeso, 77
mg/kg; cobalto, 0,2 mg/kg; selenio, 0,45 mg/kg; iodo, 2,25 mg/kg; BHT antioxidante, 125 mg/kg.

Corrector Crecimiento: Vitamina 4, 8.000 Ul/Kg; vitamina D3, 1.600 Ul/Kg; vitamina E, 40 Ul/kg;
vitamina B1, 2 mg/kg, vitamina B2 5,6 mg/kg; vitamina B6, 4 mg/kg; vitamina B12 0,02 mg/kg;
vitamina K; 2,25 mg/kg; dcido fdlico, 1 mg/kg; dcido nicotinico, 40 mg/kg; dcido pantoténico 11,7
mg/kg; biotina, 0,1 mg/kg; cobre, 6 mg/kg; zinc 54 mg/kg; hierro, 40 mg/kg; manganeso, 77
mg/kg; cobalto, 0,2 mg/kg; selenio, 0,45 mg/kg; iodo, 2,25 mg/kg; BHT antioxidante, 125 mg/kg.
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El pienso de iniciacién, utilizado durante los nueve primeros dias de vida de los pollos
para los dos tratamientos, provenia de una férmula comercial y era el mismo que
consumian el resto de pollos de la granja.

Se elaboraron 80 kg de pienso de crecimiento para cada tratamiento. El inico componente
diferente entre las dos dietas fue el maiz. Los otros componentes, se pusieron en la misma
proporcion en cada una de las dietas para reducir al maximo cualquier confusién para el
estudio.

4.3.2 Disefio experimental

El experimento consistié en la evaluacion de dos piensos diferenciados por el tipo de maiz
utilizado. Uno llevé maiz Ph3 enriquecido con carotenoides, y el otro, maiz M37W sin
carotenoides. Se criaron 48 pollos machos de la estirpe Ross 308, 24 por tratamiento.

Los pollos fueron alojados en la granja recién nacidos, a los 6 dias fueron escogidos al azar
los 48 que participaron en el estudio y se realojaron en los corrales experimentales; entre
los dias 6 y 8 inclusive, se procedié al proceso de adaptacion al nuevo alojamiento para
iniciar el tratamiento a los 9 dias de vida. Los corrales consistian en dos cercados de 2m?
cada uno (2x1m), rodeados por rejas metalicas, y a una densidad de 12 pollos/m?,

Para cumplir los objetivos, los pollos
incluidos en el experimento estuvieron en
el mismo ambiente fisico y microbiolégico
que el resto del lote de la granja, bebieron
la misma agua y recibieron los mismos
cuidados y, si procedia, tratamientos
medicamentosos. Las rejas metalicas y la
identificacion individual evitaron en todo
momento la mezcla de los pollos
experimentales con los del resto de la
granja.

Fig. 23: Distribucion de los tratamientos en
el interior de la nave.

El experimento fue previamente aprobado
por el Comité de Etica en Experimentacion Animal de la Universidad de Lleida.

4.3.3 Criay condiciones ambientales

Las aves se alojaron en la explotaciéon ganadera Albana (REGA ES250160032931) de
Alguaire (Lleida). Al inicio del experimento entraron 25.775 pollos, procedentes de una
incubadora comercial, que se distribuyeron por sexos entre las dos naves de la granja, el
experimento se realizé en la nave de machos. En la primera semana de vida la densidad de
los animales era de 30 pollitos/m? y se redujo a 14 pollos/m? posteriormente.

Para el control de la temperatura y humedad se utiliz6 un registrador de temperatura,
(precision 0,1 °C y error +0,5 ¢C) y humedad, (precision 0,1 % y error +3%) (Testo174H,
Alemania).

La temperatura de la nave era inicialmente de 32 2 C durante los primeros dias de vida de
los animales y se fue reduciendo gradualmente hasta 232C. La calefaccion era a partir de
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aire caliente producido por una caldera de biomasa con combustion externa. El sistema
permitié que la variacion diaria de la temperatura fuera minima.

Horas

> 32
<31
< 29
< 27
< 25
< 23

15 20

Dias de vida

Hora

> 70
<70
< 62
< 54
< 46
< 38
< 30
< 22
<14

o 5 10 15 20 25 30 35

REOOOTA

Dias de vida

Fig. 24: (A) Variacién de la temperatura (en rangos de 2 °C) a lo largo de todo el
experimento en funcion de dia y la hora. Los perfiles de temperatura han sido ponderados
por el método de los minimos cuadrados. (B) Variacién de la humedad relativa (%) a lo largo
del experimento en funcion del dia y la hora. Los perfiles de humedad han sido ponderados
por el método de los minimos cuadrados.

Los valores de temperatura y humedad se mantuvieron segtin la guia (Aviagen 2010)
excepto entre los dias 14 y 21 en que los valores de humedad fueron superiores.

La ventilacién de la granja era mixta, natural y forzada con ventiladores transversales
cuando fue necesario.

La iluminacién de la nave fue mixta, con ventanas y tubos fluorescentes de 18 W, con una
intensidad instalada de 0,78 W/m?. El programa de luz que se sigui en la primera semana
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de vida fue 23 horas de luz que se redujeron para alcanzar 18 horas de luz y 6 horas
seguidas de oscuridad hasta el final del engorde.

Los animales se vacunaron de bronquitis infecciosa (NOBILIS® IB MA5, MSD) mediante
vacunacion con spray el dia 0 de vida y de enfermedad de Gumboro el dia 18 con vacuna
viva clonada (Hipragumboro CH/80, Hipra) suministrada via oral en el agua de beber.

El pienso y el agua fueron suministrados ad libitum durante todo el ensayo. En los
primeros dias de vida de los animales, el sistema de alimentacién utilizado fue de platos
apoyado por bandejas y tiras de papeles, y durante el experimento fue manual con 2 tolvas
por cada grupo. El pienso se retiré 6 horas antes del sacrificio. Los dos cercados fueron
situados en el centro de la nave para poder aprovechar una de las lineas de tetinas de la
granja para el suministro de agua a los animales.

Una vez al dia los pollos eran observados para comprobar su correcto estado de salud asi
como su crecimiento.

El dia 24 de vida de los animales se administré Amprolium (Coccivex ®, SP Veterinaria SA)
para reforzar el tratamiento preventivo de coccidiosis, en el que la dosis era de 125 mg/L
de Amprolium en el agua de bebida durante 3 dias.

El dia 25 se administré enrofloxacina (Polistes®, Polichem, SL) para el tratamiento
preventivo de problemas respiratorios, en el que la dosis diaria era de 10 mg de
enrofloxacina por Kg de peso vivo en el agua de bebida durante 8 dias.

En el momento de la carga de los animales para ser transportados al matadero se produjo
una baja, a causa de una insuficiencia cardiaca aguda. El animal muerto se peso y se siguio
con él las mismas pautas que con los que se sacrificaron en el matadero.

Los animales fueron sacrificados con 35 dias de vida, en el matadero comercial Mytidasa
SL, (Riudoms), las canales y visceras fueron recogidas para su estudio.

4.3.4 Recogida de datos

4.3.4.1 Datos de produccion

Durante la fase de cria, se realizé un seguimiento de la cantidad de pienso suministrada a
las tolvas cada vez que se rellenaban. También cada semana, a la misma hora, se realizaba
un control de peso de todos los animales de cada tratamiento individualmente con una
balanza (GRAM S3R Espaia).

Tras el sacrificio de los animales en el matadero, se identific6 cada canal, con las
correspondientes visceras extraidas, con un nimero para facilitar el analisis y toma de
muestras en el laboratorio.

Las canales fueron pesadas en el laboratorio para calcular posteriormente su rendimiento.

4.3.4.2 Estudio colorimétrico

Cada tres dias en la fase de engorde de los animales se controld el color de la piel en la
zona lateral del tarso a cinco animales de cada tratamiento con el espectrofotometro
portatil CM-700D (Konica Minolta Sensing Inc. Osaka, Japan) con un didmetro de mascara
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de 3 mm, el iluminante D65 y el dngulo de observacion de 10 2. Los resultados obtenidos
eran expresados a partir del sistema tricromatico CIELab, luminosidad (L *), eje verde-rojo
(a *) y eje azul-amarillo (b *). Este modelo permite dimensionar totalmente el espectro
visible para las personas. Los valores de L* estdn comprendidos entre 0 (oscuridad total) y
100 (maxima luminosidad). En los valores (a *) y (b *) el rango es de 255 unidades
expresadas desde -128 hasta +127 (Mcguire 1992).

Veinticuatro horas después del sacrificio de los animales, se midi6 el color de las regiones
anatomicas como pata, piel y carne del muslo, y piel y carne de pechuga que son las
regiones mas representativas en la valoracién del color por parte del consumidor.

4.3.4.3 Muestras biologicas

Una vez aturdidos y antes de sacrificar los animales, se extrajo sangre de la vena alar
(formalmente, Vena radialis y Vena ulnaris superficialis) para el estudio bioquimico,
hematoldgico y seroldgico en dos tubos de recogida de muestras por cada pollo. Las
muestras de sangre para hematologia fueron recogidas en tubos con EDTA y se enviaron
inmediatamente al laboratorio de andlisis. El resto de tubos, sin anticoagulante fueron
centrifugados durante 10 minutos a 2.500 rpm para separar el suero del resto de
componentes de la sangre. El suero de cada tubo se dividi6 en tres tubos ependorf para
enviar a los laboratorios de bioquimica, quimica (carotenos) y serologia. Las muestras
para estuido bioquimico y hematolégico fueron analizadas en un laboratorio
independiente (Laboratorio Dr. F. Echevarne, Anélisis, S.A., Barcelona), las muestras para
serologia, fueron analizadas en el Centro de Sanidad Avicola de Catalunya (CESAC).

El corazdn, el higado, el bazo y la bolsa de Fabricio se pesaron en el laboratorio con una
balanza (KERN EW Alemania) para obtener la relacién del peso de cada 6rgano (g)
respecto al peso de cada pollo (kg).

4.3.4.4 Analisis de carotenoides

Para determinar la presencia y la cantidad de carotenoides, durante la necropsia, se
tomaron muestras de musculo (musculo pectoral), de la piel de la zona de la pechuga, y la
cresta. Las muestras fueron inmediatamente congeladas a -80 2 C para posteriormente ser
liofilizadas.

El protocolo de determinacién de carotenoides fue el mismo que ha quedado descrito en el
Ensayo [ y que puede consultarse en la pagina 27, (Analisis de carotenoides).

El analisis se realiz6 en el laboratorio de Biosintesis Molecular, Universidad JW Goethe,
Frankfurt, Alemania.

4.3.5 Analisis estadistico

Los datos de peso de los animales, peso de 6rganos, color, serologia y bioquimica son
expresadas en el apartado de resultados como media * error estandar. Todos los
parametros anteriormente mencionados fueron analizados para determinar las
diferencias entre tratamientos mediante comparaciéon de medias con t-Student, (JMP 11
SAS Institute, 2012).
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Para la realizacion de las graficas de control ambiental de la explotacion durante la fase de
engorde de los pollos, los perfiles de temperatura y humedad fueron ponderados por el
método de los minimos cuadrados.

En el estudio de las variables cualitativas, se ha empleado, tablas de contingencia y test %2,
las diferencias entre niveles se han determinado por comparacién de proporciones de
columna (prueba z).

Los datos expresados en porcentaje fueron transformados mediante una funcién arcsen
para lograr una distribuciéon normal (Snedecor y Cochran 1989). Y cuando fue necesario se
normalizaron los valores con la funcién raiz cuadrada mas 0,5 Para la significacion de los
resultados se ha considerado P<0,05.
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4.4 RESULTADOS Y DISCUSION

4.4.1 Dieta

La variante Ph3 tiene alto rendimiento en cuanto al contenido en -caroteno licopeno,
zeaxantina y luteina, substancias valoradas tanto por el aporte vitaminico como por su
efecto pigmentante.

Tabla 27: Contenido (mg/g materia seca) de carotenoides del maiz M37W y la variante
modificada Ph3.

M37W Ph3

Fitoeno (ug/g) 0 9,40+2,42
Licopeno (pg/g) 0 26,69+10,65
y-Carotenos (pg/g) 0,07+0,03 3,31+0,19
a-Carotenos (ug/g) 0,09+0,02 6,10+0,65
B-Carotenos (ug/g) 0,14+0,05 57,35+5,77
a-Criptoxantina (ug/g) 0 12,2+2,32
B-Criptoxantina (pg/g) 0 5,97+0,65
Luteina (ug/g) 0,53+0,14 9,761,322
Zeaxantina (ug/g) 0,27+0,08 25,36%3,42
Total carotenoides (ug/g) 1,1 156,14

(Zhu et al. 2008).

Los dos tipos de maiz fueron analizados en laboratorios independientes para determinar
la composicion nutricional (Covitsa, Lleida) y la deteccién y cuantificacion de micotoxinas
(Servicio Cientifico Técnico de Calidad Microbiolégica en el Sector Agroalimentario,
Universidad de Lleida).

Tabla 28: Andlisis nutricional y de micotoxinas del maiz.

Componentes M37W Ph3
Proteina (%) 10,37 11,11
Fibra (%) 2,88 3,96
Grasa (%) 3,22 3,11
Cenizas (%) 1,49 1,42
Humedad (%) 11,22 11,31
Micotoxinas

Zearalenona (ppb) nd* nd
Deoxynivalenol (ppb) nd nd
T-2 toxina (ppb) 6,43 4,26
Total fumonisinas (ppm) 1,45 2,72
Ochratoxina A (ppb) 1,81 1,93
Total aflatoxinas (ppb) nd nd
Aflatoxina B1 (ppb) nd nd

*nd: No detectado.

69



ENSAYO II: RESULTADOS Y DISCUSION

El valor nutricional de ambos tipos de maiz es similar y comparable al maiz de cultivo
general, y al publicado por Nutrient Requirements of Poultry, (1994). La concentracién de
micotoxinas es muy baja, incluso inferior a la publicada por Brake et alt. (2003) en un
estudio similar y en algunos casos incluso no se ha podido detectar.

Tabla 29: Andlisis del pienso.

Inicio Crecimiento
M37W Ph3

Proteina (%) 23,63 23,22 23,34
Fibra (%) 5,96 4,46 4,19
Grasa (%) 8,57 9,23 9,76
Cenizas (%) 531 5,44 5,00
Humedad (%) 12,84 12,21 8,60

Carotenoides (png/g)
Violaxantina 0,13 +0,01 2,77 + 0,31
Luteina 1,05+ 0,03 3,69 + 0,47%**
Zeaxantina 0,40 + 0,01 10,85 + 1,18%**
a-criptoxantina - 3,47 + 0,47
[-criptoxantina 0,25+ 0,01 3,15 + 0,37***
[3-carotenos 0,07 +0,01 3,02 + 0,31***
Total carotenoides 1,9 26,95

(n=5), ***en la misma fila indica diferencias significativas (P<0,001).

4.4.2 Crecimiento

No hubo diferencias significativas entre las medias de peso de los dos tratamientos
durante el periodo de cria (8, 18, 21, 28, 35 dias), (P>0,05).

Tabla 30. Efecto de la dieta Ph3 en el peso vivo(g) los dias 8, 18, 21,28 y 35 de vida

Dias M37W Ph3

8 169,62+3,644 160,33+3,866

18 608,62+£16,969 602,12+15,448
21 854,70+20,695 833,50+17,184
28 1.346,79+£30,045 1.298,12+23,239
35 1.720,20+42,223 1.661,95%27,780

Los valores corresponden a las medias y el error estdndar (n=48). No se encontraron
diferencias significativas para las medias de peso entre los tratamientos

Los indices de conversion fueron ICuz7w=1,47 e ICpnz=1,41, estos indices fueron similares
entre ambas dietas y para obtenerlo se tuvo en cuenta el pienso consumido total y el peso
final a los 35 dias.

La Ganancia Media Diaria (GMD) de los dos grupos calculada a partir del peso del dia 9 de
vida y el peso final de los pollos, fue GMDwm37w=59,64 g/dia y GMDpn3 =57,75 g/dia. Este
valor zootécnico, fue un 3% superior en los pollos que han comido la dieta M37W y podria
haberse debido a una menor ingesta de pienso en los pollos del tratamiento Ph3.
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En el primer estudio (pag.32) el crecimiento para los tratamientos M37W y Ph3 fue, 300 y
386 g superior para los mismos dias de vida que en el estudio realizado en la granja; el
consumo de pienso entre los dias 9 y 35 también fue inferior en 565 g (M37W) y 607 g
(Ph3) en el estudio realizado en granja.

La diferencia de pesos entre los ensayos [ (pag.32) y Il se explica por el menor consumo de
pienso en el segundo, ademas del impacto negativo de la densidad en el peso de los pollos
(Heckert et al. 2002).

4.4.3 Colorimetria

4.4.3.1 Evolucion del color durante el crecimiento

Durante el crecimiento, el color de la piel de los pollos se midi6 desde el inicio y
periddicamente hasta la finalizacion de la de la prueba, esto se hizo en la zona lateral del
tarso siempre por la misma persona con el colorimetro CM-700D (Konica Minolta Sensing
Inc. Osaka, Japan). El color de la piel en los pollos de igual edad y dieta, presenta
variaciones dependientes de sexo, linea genética y también del lugar de la piel donde se
hace la medicién (Sirri et al. 2010), en el ensayo se trabajé con machos Ross 308 de la
misma edad y con una mascara de 3mm necesaria para medir en el color en la cafia de
pollos muy jévenes.

Los pollos que comieron la dieta Ph3, presentan
una linea de valores medios de L* inferior a la de
los pollos que comieron la dieta M37W, aunque
estas diferencias solo son significativas los dias
19, 22, 29 y 31, al aumentar el color o grado de
saturacion, la luminosidad tiende a disminuir.

Los valores de a* (rojos), son mas elevados en los
pollos que han comido la dieta Ph3, esto avala la
hipotesis de que los carotenoides del maiz
modificado genéticamente son liberados y
depositados posteriormente en la piel de los
pollos. El nivel de significaciéon P<0,05, se alcanza
ya a los 5 dias del tratamiento con la dieta Ph3 y
se mantiene con un alto grado de significaciéon, P<0,001 durante la mayor parte del
experimento. Las xantofilas aportadas en la dieta y depositadas en la epidermis, son las
responsables de estos cambios de color (Petracci y Fletcher 2002).

Fig. 25: Control de color.

En la gama del color amarillo (b *), los pollos alimentados con el maiz Ph3 tienen valores
de coloracion significativamente mas elevados que los alimentados con el maiz M37W
durante toda la etapa de crecimiento. Las diferencias son significativas a partir del 14 dia
de vida (5 de tratamiento) y se mantienen hasta el final del ensayo.

Entre los dias 26 y 31 hay un descenso de la coloraciéon amarillenta (b*) en los dos
tratamientos no vinculada a la alimentacién. El dia 25 de vida, se inici6 un tratamiento con
enrofloxacina que duré 6 dias, se establece la hipdtesis de que exista alguna interaccion,
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modificando la absorcién y/o la metabolizacién de los carotenoides, pero deberia ser
confirmada con estudios especificos.
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Fig. 26: Efecto del consumo de la dieta Ph3 en luminosidad (L *) rojos (a*) y amarillos (b*)
durante el ensayo, n=5, * P<0,05 ** P<0,01 ***P<0,001 entre tratamientos para el mismo dia.
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4.4.3.2 Color de la canal
Se midio el color 24 horas después de del sacrificio en diferentes regiones de la piel y el

musculo.

Taula 31: Efecto del consumo de la dieta Ph3 en el color medio de las diferentes

regiones anatomicas 24 horas post mortem.

Tejido: Region M37W Ph3 P
L* 76,32+0,530 71,89+0,780%** <0,0001***
;’aiircaz;ﬁa: farso a* -1,06+0,149 7,37+0,380%** <0,0001***
b* 10,680,489 34,09+0,899*** <0,0001***
Piel pechuga: L* 62,570,648 59,16%0,480*** 0,0001%*
Apteridio del a* -1,04+0,126 0,59+0,128%** <0,0001***
tronco lateral b 0,390,460 7 15+0,536%% <0,0001%%*
L* 70,84+0,399 69,31+0,510* 0,0240*
}P;ieeti'rrir;;slfoe;noralis ) -0,17£0,107 2,65£0,200%* <0,00017
b* 4,43+0,319 14,45+0,516*** <0,0001***
L* 48,79+0,730 47,09+0,380* 0,0001***
i’/[eiicc)l:clz(;lfs major ) -0,26£0,060 1,31£0,088*** <0,0001**
b* -2,46+0,202 0,73+0,260%** <0,0001***
L* 43,51+3,990 47,04+0,350 0,3736
Musculo: Iliotibial ~a* 0,280,090 2,37+0,179%** <0,0001***
b* -1,75+0,248 2,59+0,407%+* <0,00071***

(M37W n = 23, Ph3 n = 24). Los valores corresponden a las medias y el error
estandar. En la misma fila * P<0,05 y *** P<0,001 indican diferencias significativas
1L * = Luminosidad; a * = rojo; b * = amarillo.

El valor de luminosidad (L*) en las diferentes regiones anatémicas es significativamente
diferente entre los dos tratamientos, excepto en el musculo iliotibial. Se observé que el
valor (L*) en los pollos que consumieron la dieta con el maiz M37W es siempre superior al
de los que consumieron el maiz Ph3, excluyendo el muslo que es a la inversa; por ello se
puede afirmar que colores mas bajos de L * indican colores mas oscuros. El valor L* en la
piel tiende a aumentar durante las primeras horas posteriores al sacrificio (Petracci y
Fletcher 2002), en el ensayo ocurrid asi para ambos tratamientos.

Las gamas de color rojo (a*) y amarillo (b*) son significativamente diferentes entre los dos
tratamientos siendo siempre el tratamiento Ph3 el que presenta valores de coloraciéon
mayores. Por tanto, se confirma que una parte de los carotenoides aportados en la dieta no
son degradados a apocarotenos y que se acumulan en los tejidos corporales, siendo mas
visibles en los tejidos periféricos.
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La regién anatémica con el valor maximo a* para el tratamiento con el maiz Ph3 es la piel
del tarso lateral, siendo este de 7,37+0,380, valor superior al publicado por Castafieda et
al. (2005)donde se observa que a*=1,65 después del sacrificio a la edad de 49 dias, con una
dieta de crecimiento y acabado similar a las dietas comerciales para pollo amarillo que
contenia pigmentos amarillos y rojos de origen natural a concentraciones de 85 ppm de
pigmento amarillos y 3 ppm de pigmentos rojos.

En la gama de color amarillo (b*), la piel del tarso lateral también alcanza el maximo valor
que es de 34,09+0,899 con el maiz Ph3, siendo también muy superior al encontrado por
Castafieda et al. (2005) en el mismo experimento, en el que llega a valores b*=15,75.

4.4.4 Cuantificacion de carotenoides

Para detectar y cuantificar los carotenoides, durante la necropsia, se tomaron muestras de
musculo y piel del pecho, y la cresta. La concentraciéon de carotenoides depositados en
estos tejidos y suero fueron analizados por HPLC en el laboratorio de Biosintesis
Molecular, Universidad JW Goethe, Frankfurt, Alemania.

4.4.4.1 Cresta
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Fig. 27: Efecto del consumo de la dieta Ph3 en la concentracion de carotenoides en la cresta.
Los valores expresan la concentracién media y el error estdndar en ug de carotenoides por g
de materia seca (ms); (n = 5); ** P <0.01. Zeax-5, 8 epox, zeaxantina 5,8 epéxido; Lut, luteina;
Zeax, zeaxantina; [5-Car-5, 6+5,8-epoxi, B-caroteno-5.6 epoxido + -caroteno-5.8 epoxido. nd:
no detectado.

Los pollos alimentados con la dieta Ph3 presentaron una concentracién total de
carotenoides en la cresta de 16,43 ug/g ms, en el tratamiento M37W era de 0,89 pg/g ms.
Se encontraron diferencias significativas (P<0,01) entre los dos tratamientos en la luteina,
que fue el Unico carotenoide detectado en el tratamiento M37W (0,89 + 0,22 pg/g ms),
siendo la concentracién 1,43+0,23 ug/g ms en la dieta Ph3.

En los pollos que han comido la dieta Ph3 destaca la elevada concentracién de zeaxantina,
11,670,849 pg/g ms y su metabolizacion en tejido periférico a zeaxantina-5-8 epéxido
1,10+0,080 pg/g ms; también se ha producido metabolizacién de los [(-carotenos a
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epéxidos 5,6 y 5,8 de B-caroteno, 2,23+0,161 pg/g ms. Un hecho similar ha quedado
descrito en el ensayo I (pag. 53).

4.4.4.2 Pechuga: musculo y piel.
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Fig. 28: Efecto del consumo de la dieta Ph3 en la concentracion de carotenoides en (a)
Musculo pectoralis mayor y (b) Piel de pechuga. Los valores expresan la concentracion
media y el error estdndar en ug de carotenoides por g de materia seca (ms); (n=5); *** P
<0,001. Zeax-5, 8 epox, zeaxantina 58 epoxido; Lut, luteina; Zeax, zeaxantina; (-Car-5, 6
+5,8-epoxi, f-caroteno -5,6 +5,8 epdxido.

La concentracidn total de carotenoides en el pectoralis major del tratamiento Ph3 es de 4,7
mg/g ms y en el tratamiento M37W es de 0,36 ug/g ms. Tanto luteina como zeaxantina
presentan diferencias significativas (P<0,001) entre los dos tratamientos en el pectoralis
mayor. En el tratamiento Ph3, destaca la similitud en la concentracion de carotenoides en
musculo de pechuga entre el presente estudio y el del ensayo I (Fig. 15-a), aunque en este
estudio realizado en granja, hay presencia de epéxidos de B-caroteno y zeaxantina, que
estaban ausentes en el anterior ensayo.

La concentracion total de carotenoides es de 3,66 pg/g ms en la piel de la pechuga en los
pollos alimentados con el maiz Ph3 y de 0,43 pg/g ms en los pollos alimentados con maiz
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M37W. En la piel de los pollos que comieron la dieta Ph3 se encontraron cantidades
importantes de zeaxantina (2,62+0,237 ug/g ms) y de epdxidos procedentes de su
metabolizacion (zeaxantina 5,8 epdxido, 0,19+0,017 pg/g ms) y epdxidos derivados del
metabolismo de los [B-carotenos ([S-caroteno-5, 6 epoxido y [-caroteno-5,8 epoxido,
0,53%£0,062 pg/g ms); estas sustancias no fueron encontradas en los pollos del grupo
control e indican que ha existido esta metabolizacion.

4.4.4.3 Suero
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Fig. 29: Efecto del consumo de la dieta Ph3 en la concentracion de carotenoides en suero. Los
valores expresan la concentracion media y el error estdndar en ug de carotenoides por ml de
suero; (n=5); ** P <0,01, *** P <0,001. Viol, Violaxantina; Lut, luteina; Zeax, zeaxantina; 3-Cry,
B-criptoxantina; (-Car-5, 6 +5,8-epoxi, f-caroteno -5,6 +5,8 epéxido; nd no detectado.

Los pollos que han consumido la dieta con el maiz Ph3 presentan una concentracion total
de carotenoides en suero de 3,48 pg/ml respecto a los 0,6 pg/ml que presentan los pollos
del tratamiento control. Se encontraron diferencias significativas entre tratamientos en
violaxantina (P<0,001), luteina (P<0,001), zeaxantina (P<0,001) y retinol (P<0,01). La
zeaxantina fue el carotenoide con una concentracién mas elevada en el suero de los pollos
que consumieron la dieta con el maiz transgénico (0,970,085 pg/ml).

La concentracién y composicion del perfil carotenoides del suero es muy similar al de los
pollos criados en condiciones experimentales (Pag.49) con la salvedad de que en el
experimento en granja, aparece 3-criptoxantina 0,63+0,012 pug/ml.

4.4.4.4 Concentracion total

En los pollos que han comido la dieta Ph3, la concentracién mas elevada de carotenoides
esta en la cresta, donde destaca la zeaxantina (Fig. 27). Comparando la cresta con los otros
dos tejidos analizados se puede afirmar que en ella hay una importante acumulaciéon de
carotenoides.

La concentracién para la cresta, musculo y piel de pechuga es equivalente a la encontrada
en el estudio previo, (Pag.55, Fig. 21).
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Fig. 30: Efecto de la dieta Ph3 en la concentracion total de carotenoides en los tejidos
estudiados. Los valores obtenidos se obtienen como la suma de los distintos carotenoides y
sus metabolitos directamente encontrados en cada tejido para cada estudio en ug de
carotenoides por g de materia seca (ms); (n = 5).

El pienso que contiene maiz Ph3 ha liberado carotenoides en los tejidos y fluidos de los
pollos de forma significativa en relacién al pienso que contiene maiz M37W carente de
carotenoides

4.4.5 Rendimiento de la canal

Las canales obtenidas en el matadero fueron desplumadas, evisceradas, pero conservando
cabeza y patas. Segun la clasificacién de los tipos de canales de pollo del RD 2087/1994,
las canales obtenidas en este experimento son muy parecidas a las de los pollos tipo 65%,
excepto por la presencia de cabeza y las patas, lo que hace incrementar el rendimiento en
un 10%.

Para calcular el rendimiento de la canal, se partié del cociente entre el peso de la canal,
obtenido después del sacrificio de cada pollo, y el peso vivo a los 35 dias antes del
sacrificio.

Tanto en el rendimiento de la canal como en el peso de la canal y el peso vivo final no hay
diferencias significativas entre los dos tratamientos (P>0,05). Los valores mas elevados en
peso vivo final y peso de la canal se presentan en el tratamiento M37W. El mayor
rendimiento de la canal es obtenido por el tratamiento Ph3.

Tabla 32: Efecto del consumo de la dieta Ph3 en el rendimiento de la canal. Los valores
corresponden a las medias y el error estdndar (n = 24).

M37W Ph3
Rendimiento canal (%) 75,970,571 76,300,555
Peso canal (g) 1.305,33+31,211 1.267,33+21,431
Peso vivo (35 dias)(g) 1.720,20+42,223 1.661,95+27,780

77



ENSAYO II: RESULTADOS Y DISCUSION

Fig. 31: Visceras extraidas en el matadero Fig. 32: Canales de los pollos

4.4.6 Peso de 6rganos

Se extrajeron enteros, higado, bolsa de Fabricio, bazo y corazén para ser pesados y
posteriormente obtener el peso relativo del érgano.

Los animales alimentados con el pienso que contenia el maiz Ph3 no mostraron
diferencias en los indices (g/kgpv) en los 6rganos extraidos en comparacién con los pollos
alimentados con el pienso que contenia el maiz de blanco control (P>0,05).

Tabla 33: Efecto del tratamiento pH-3 en el peso relativo (g/kgpv) de los érganos;

Organo M37W Ph3

Higado 3/ ep) T i
Bolsa de Fabricio (g/kgpv) 1'8(?;?62)08 1,6(ii(1),31)19
Bazo (g/kgpv) 1'5(‘311;?,7(;97 1,5(?2),71)23
Corazon (g/kgpv) 6'8(?1":'?'6(;97 7,2(?12(1),71)23

Valores medios y el error estdndar.

Los pesos relativos de la bolsa de Fabricio (0,96+0,08 g/kgpv) y del bazo (1,23+0,11
g/kgpv) encontrados en el grupo control del experimento realizado por Puvadolpirod y
Thaxton (2000) utilizando pollos Peterson x Arbor Acres son inferiores a los encontrados
en el tratamiento Ph3, donde el peso relativo de la bolsa de Fabricio es de 1,650,119
g/kgpv y el del bazo es 1,56+0,123 g/kgpv. En cambio, el peso relativo del higado es
superior (27,40+1,56 g/kgpv) al del tratamiento Ph3 (24,930,896 g/kgpv).
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4.4.7 Bioquimica

Antes de sacrificar los animales y una vez aturdidos, se extrajo sangre de la vena alar de 9
pollos de cada tratamiento para realizar el estudio bioquimico en un laboratorio
independiente (Laboratorio Dr. F. Echevarne, Analisis, S.A., Barcelona).

No se encontraron diferencias significativas entre los dos tratamiento con respecto a las
variables bioquimicas (P>0,05) excepto en el caso del sodio (P=0,039). Comparando los
valores del sodio tanto de la dieta control como de la dieta con el maiz transgénico
(152,88+0,538 mEq/L y 151,00+0,645 mEq/L respectivamente) con los resultados
publicados por Silva et al. (2007) con pollos de estirpe Hybro-PG con 35 dias de edad
(150,1+16,42 mEq/L) se observa que las diferencias en el ensayo no son relevantes.

Los valores de glucosa en los pollos que consumieron la dieta con maiz Ph3 y la dieta con
maiz M37W (239,88+4,321 mg/dl y 233,44+5,582 mg/dl respectivamente) son inferiores
al encontrado al encontrado por Bowes et al. (1989), 15,1+1,3 mmol/L que equivale a
272,04 mg/dl con pollos Hubbard de 42 dias de edad y también por Abdi-hachesoo et al.
(2011), 260,50+18,71 mg/dl con pollos de estirpe Ross 308 con 18 semanas de vida, La
disminucién de los valores de glucosa puede estar relacionada con un fallo hepatico,
neoplasia o septicemia (Harrison y Lightfoot 2006). Aunque la hipétesis mas probable
para estas diferencias con los valores referenciados en la bibliografia, esta en el tiempo
transcurrido desde la ultima ingesta (periodo de ayuno mas el transporte al matadero) y el
momento de la toma de muestras de sangre.

Una disminucién de los niveles de alb