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ACTIVACION ‘IN OVCQr DE UN HUEVO DE AVE EN SU CASCARA
FUNDAMENTOQ DE LA INVENCION
AREA DE LA INVENCION
La presente Invencién abarca el drsa de la activaclén de huevo de ave y en
particular esta invencién se refiere a métodos de activacién de huevos en su
céscera. La invencion ademés incluye un método de activacion de huevos dentro
de la céscara, a efectos de empoliar un poliuelo vivo.
ANTECEDENTES
CRIA TRADICIONAL
Habituaiments la crfa en la Industria avicola ss efectua de acuerdo a uno de dos
sistemas:
Programa de cria en suelo. E| primer sistema se denomina ,cria en suelo® y se
aplica pam producir la gran mayorfa ds los huevos smpoliados psra su comercio.
En ests sistema los machos simplemente son agregados a los lotes de las
hembras en una relacién habitual de aproximadamente 10 a 15%. El sistema de
cria ds suelo, a pasar de sus deficiancies rspresenta actuaiments el sistsma de
menor costo para producir huevos empollados, dado que requiers menos
esfuerzo que los deméas sistemas. El Indice promedio de empollado varia entre
aproximadaments 83% en crla de polios @ 92% sn crla de ponadoras. Aunque
ests sistema por muchos afios constituyo la base de la industria avicola, pressnta
multiples limitaciones.
Tamafio versus capacidad de reproduccién. Ya no se smplea ia crfa de suelo
en el caso de pavos, dada la intsnsiva selecclén debido al mayor desarrolio
muscular que ha derivado en pavos da cria comercial incapaces de aparearse
naturaiments. Una tendsncla simllar se obsserva en pollos. La seleccién por

aumentar el tamafio de los pollos ha comprometido la fertilidad y la capacidad de
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apareamiento y se presume que la fertiidad continuard disminuyendo mientras
auments el peso del ave. Esto represenia una disyuntive para los productores de
polios, dado que la disminucidn de fertilidad provoca un directo impacto negativo
en su nivel minimo.

Insuficients remocién de desechos. La procreacion natural debs lisvarse a
cabo sobre plsos sdlidos a fin de evitar (esiones a las aves. Esta sxigencla del
diseflo impide el uso de sistemas automdticos de remocién de desechos y
requlere una limpieza manua! entre Iotes sucesivos de aves. Esto incrementa las
tareas y Ios mayores costos, mientras disminuye el uso produciivo de las
instalaciones.

Produccién y calidad de los huevoa. Dabido a que los husvos permanecen en
los criaderos con el lote de aves hasta su recolesccién, los huevos frecuantemeants
son contaminados con suciedad y materia fecal, lo que puede reducir el Indice de
reproduccién. Ademds, habltuaiments entre 3% y 5% de los huevos producidos
en criaderos de suelo, directaments son pusstos en al sueio en lugar de los nidos
proviatos y deben descartaree.

Uso insficlents del espacio y del equipamisnto. La mantencidn conjunta de
machos y hembras en un cradero de suelo requliere ia Instalacion de dos
sistemas independientes de bebederos y comederos, debido a las diferentes
exigencias de nutricién y produccion de cada sexo. Ademds exige la instalacién
de nidos y de slatemas autornaticos de recoleccion de husvos. Todo este equipo
ocupa una parie del suelo del criadero. A causa de ello, la cria de suelo no
representa un aprovechamiento eficlents del espacioc y del equipamiento
comparandola con los sistemas de jaulas supsrpuestas.

Mortalidad y fertilidad. Machos agresivos tienden a pelear, desembocando an
mayores tasas de mortalidad de machos. El promedio de mortalidad de machos

en criaderos de suelo es del 13% vs. un 2% en criaderos de Jaulas. La agresién
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mascuiina contra las gallinas durante el apareamiento gradualmente produce una
mayor mortalidad de hembres, una fertilikdad dminuida y un ciclo més corto de
produccidn de huevos. En cuanto los' machos de un lote envejecen, la fertllidad
comienza a declinar. La solucidn estdndar es introducir aigunos machos jdvenes
en el lotse pera mejprer la fertidad. Sin embargo, esto produce otra ronda de
agresiones con un corio plazo de menor fartliidad y un aumento de mortalidad.
Las enfermedades se producen con mayor fracuencia en criaderos de suelo a
causa del constants contacto de les aves con las camas y los desechos que
aibergan organismos patogenos.

Menor conversién de alimento. El control del costo de la alimentacién resuita
critico al ilevar adelante un emprendimiento avicola compelitivo, Asl, el costo del
alimento puede ascender hasta el 60% del costo de crianza de un pollo. Segun un
estudio, las aves criadas en suelo consumian un 20% més de alimento para
ldéntica produccién que aqusllas criadas en jaulas. Esa diferencla se debe al
mayor nivel de Interacclén social, as! como de sctividad fisica observada en
criaderos de suelo. Los machos consumen més alimento que las hembras
haclsndo Ineficiente el sistama de crianza esn suelo respecto del consumo de
alimento, debido a la gran cantidad de machos que deben mantenerse.

Limitada flexibilldad en estrateglas de crianza. Debido al hecho de que
machos y hembras estén alojados en un gmn grupo en los criaderos de suelo, of
criador se halla muy limitado en su posibliidad de lograr cruzas y selecciones de
avanzada dentro del lote de crla. Por esta razén [os criaderos de suelo sa utilizan
bédsicaments para ir muitiplicacién de lotes ganéticos pressleccionados a fin de
producir finalments cruzas comerclales.

Programa de crianza con inseminacién artificial. Otro sistema utitizado para la
generacion de huevos para empollar ss la Inseminacién artificlal (I1A). La IA estd

ampliaments difundida entre las "criadores primarics” de la cuspids de la pirémide



de criadores pero gensraiments no aplicada por los productores de la base de asa
pirdmide. Los criadores primarios son compafilas que poseen y mejoran las lineas
genéticas de pedigres de elits que se& cruzan para abtener el producto final

comercializado -polios, ponedoras_y_pavos..La_cantidad de aves aumenta de
C @vmn-ml-l nl rimarmnrar In plrimida Ae crin daerds loe linsee As pad

hasta |os lotes de la tercera generacion, 0¥ 10 res y finalments
aves actuaimente comercializadas. Mientras que las aves de la elite genética en
la cisplide de la pirimide son de alio costo, las avas de la base son econdmicas.
Por estas razones se utilizan diferentes modelos operativos para la reproduccién
a diferentes niveles.

En el sistema A los machos y las hambras son alojados en 8! mismo sitio, pero se
enjaulan por separado. En las jaulas para hembras habitualmente se akjan entre
dos a cinca gallinas, mientras que las jaulas para machos contienan un solo gallo.
Los programas de |A encauzan varias de las limitaciones antes indicadas de los
criaderos de susio. Por ejemplo, 8 partir del empleo de jaulas, pusde efectuarse
en forr.na automética la remocién de desachos. Los criaderos, generaiments, son
mucho més limplos, lo que Implica menor cantidad de erfermedades. Se aumenta
la produccion de huevos, dado que los husvos se deslizan fuera de las jaulas y no

son puestos sobre el piso sucio. Se utiliza de modo més eficients el equipamiento
W‘rﬂn—;\nnln rsl rriardam | a martalidnd ae minimizada dshidn a2 ia dmﬁh\

la agresidn social y de ies enfermedades. Los niveles de I‘ertllldag se mantienan
més constantas, dada que la interaccion social y f(gica se aliminan del procaso de
reproduccién. La conversion alimentarla se incrementa y finaiments, aumenta la
flexiblidad del sistsma productivo a causa de las cruzas y selecclones de
avanzada. Los criedores primarios requieren absolutaments esta capacidad a fin
de msjorar sus stocks genéticos y poder competir en el mercado. Mientras que la

mayoria de !as ventajas antes snunciadas iambién son importantes para criadores



de reproductores a nivel comercial, quedan descartados & causa de una

deficlencia crucial, los elevados costos de mano de obra de los programas de |A.
Los programas de |A reempiazan la Innata actividad saxual de las aves por mano
de obra. Los operarios deben recolactar manualmente semen de los machos
enjaulados e Inssminar a las hembras en las jaulas con una rotacién de 7 dias. El
nivel de sofisticacion requerido por estos programas demanda operadores
especilizados, Por ello, el programa de |A, aungue operativamente superior, no
puede ponerse en préctica en programas de cria a nivel comercial. Incluso
empleando gallinas pigmeas, una innovacién que permits una produccidn-simller
de huevos con un consumo alimenticio aproximadamente 30% menor, no puede
compensar fos mayores costos de mano de obra del programa de |A paras
criadores reproductores a nivel comercial.
PROCESO REPRODUCTIVO

En el momento de la owulacién, el oocltc de ave comprende un disco
blastodérmico o germinal que contiene el pronucieo famenino y la masa amarliia
del vitelo. El disco germinal y |a masa del vitelo estdn recubiertos por la
membrang celular del ooclto, denominade colemma. Alradedor del oolemma se
encuentr Ia capa perivitelina (CP), tamblén denominada capa perivitelina interna
(CPI). El espacio entre el colemma y la CPI es llamado el espacio perivitelino que
es atravesado por céluias granulosas. Posteriorments al desprendimiento del
ooclto dsi follculo ovérico, adquiere la denominacion de dvulo. El 6vulo se
moviliza hacia dentro del oviducto, siendo atrapado por ol infundibulo, en donde
se efectia la fertlllzacién, an el caso de p-rf—sggc‘lg_um;_mg.__

%quw_h{umlbulﬂ‘pmh aetra capa, la capa Enrlvltallnn__o;ﬂgh
((CPE) envusive el dwulo. Esta membrana cumple la funcidn de prevenir la

poliesparmia, condiclon Istal que se produce en pressncla de miitiples

sspermatozoides que penstran en el 6vulo en el sactor del disco blastodérmico.



Posteriormente el huevo a8 encubierto por capas adicionales de calaza y capas
finas y gruesas de elbGmina. Al Introducirse el 6vulo dentro del Istmo, se
encuentran alll dos membranas de céscara, sobre las que se depositan paquefos
cristales de carbonato de calcio, a efectos de iniciar la formacién de la céscara.
Los sucesos enunclados se suceden todos en algunas pocas horas después de Ia
fertllizacién. Posteriorments el évulo se Introduce en el Utero, en donde se
completa la cédscara de calcio en las prdximas 18-20 horas. Despuéds el huevo
permanecs por algunos minutos en i vagina para ser expelido de (a misma o
reallzado el acto de poner un husvo. En este punto, sl sl huevo fue fertilizado, el
embridn contenido en el mismo presentard 40.000 a 70.000 células (Johnston, *In
Vitro Sperm Binding, Penetration and Fertilization of Recently Oviposited Chicken
Eggs,” diciembre 1888, Universidad de Clemson); Olsen, M.W., J. Morph. 70: 413-
533 (1942); Etches et. al., en "Methods in Molacular Biology, vol. 82 Recombinant
Gene Expression Protocols, Ed. R. Tuan, Humana Press, Inc. Totowa, NJ, péigs.
433-450 (1997); Petitte st.al., sn Manipuiation of the Avian Genome, Ed. Etches
et al., CRC Press, Boca Raton, FL, pags. 81-101 (1883)).
En caso de que el husvo puesio no fue fertllizado, ya previaments no pressnta la
posibiliidad de formar un poliusio vivo {muitipies citas).

TRANSGENESIS
Durants largo tlsmpo ha constituldo un desafio pama los genetistas avicolas lograr
suplementar los procedimientos de seleccldn tradiclonal insertando genes
deseables directamente en la linea germinal de las aves. Se han logrado
progresos substanciales en dichas lineas germinales en aigunas especies de
mamferos, sn donde resultan accesibles los embriones pequefios y en donde los
prondcleos pueden visualizarse a efectos de la insercién de ADN exAgeno. La
produccién de ratones, vacunos, ovejas y cabras transgénicas se tornd un

proceso de rutina en vastas operaclones comerciales. Contrarlamenie, en las



aves no puede accaderse facimente al embridn pequefio, pmsanﬁ-ndose jos
prondcleos oscurscidos a simple vista, convirtiendo la manlpulaclén in ovo del
genoma en embriones pequefios de aves en un desafio pmcticamente Invencible.
El desarrolioc de aves genéticamente modificadas exige el acceso a células
embridnicas piuripotentes con escaso desarrollo. Pero como I8 primer stapa del
desarrolio embrional se lleva & cabo dentro del oviducto de la hsmbra, la
introduccién de ADN hetsrdlogo an un pequefio embridn sblo seria posible
extrayendo el embridn de la hembra, requiriendo éste que sea sacrificada.
Ademés, mientras que el cultivo dal pequefio smbrién a empoliar es lievado a
cabo, el méiodo resulta extremadamente complejo y resulta en un Indice de
supervivercla de post-crianza de sélo 10% aprox. Sang et. al., en Manipulation of
the Avian Genome, Ed. Etches et. al., CRC Press Boca Raton, FL, pdgs. 121-133
(1883).

La presents Invencién provee una notable mejora en la biologfa avicola haciendo
pasible la activacidn de un husvo puesio en su céscara, hasta salir un polivelo

vivo del cascardn, denomindndose el método activacidn ‘in ovo'. Estos métodos

brindan una altornotive a o crienzes on sucle y Ia fortliznolén 1V, in quo puode
Incremsntar sn gran medida la eficlerncia de la produccién avicols. Dichos
métodos asimismo permiten un acceso & paquefios embriones de ave de modo tal
que Iae especies avicolas transgénicas pusdan desarrollarse con mayor rapldez.
RESUMEN DE LA INVENCION

La presente invencidn provee un método para producir un polluelo vivo a partir de
un husvo de ave puesto no fertiizado en su cécara, en el que el huevo
comprends un vitelo recubierto por una membrana y un dvulo, incluyendo fa
activacién del dvulo y la incubacién del huevo hasta la salida del cascardn.

La presents Invencién provee un método pam fertilizar un huevo de ave dentro de

su céscara, en el qus el husvo comprende un vitelo recublerto por una membrana,
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incluyendo !a obtencién de muestras de esperma, especiicamente, esperma de
ave en un vehlculo fisioldgicaments aceptable, para administrar la muestra de
ossparma al interlor del huevo, a fin de fertliizar el huavo, Incubario hasta la salida
del polluelo vivo del cascardn.

Asimismo, la presents Invencién prasenta un huevo puesto de ave sn un estado
temprano de evolucién.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

Ds acuerdo a lo aquf empleado "un®, "unos” o "los” pueds equivaler a uno o més
huevos. Por ejemplo, "un” husvo puede significar uno solo o més de uno.
Asimismo, "al® huevo puede ser un huevo 0 més de un huevo.

La presents invencidn provee un método para producir un poliuelo vivo a partir de
un huevo de ave puesto no fertllzado en su cdscara, en el que el huevo
comprende un vitelo recubierto por una membrana, incluyendo la activacion del
évuio y la Incubacién del huevo hasta la sallda del cascardn. De aqul en més se
usard "6vulo® u "ooclio” Indistintaments. La presents Invencion se refiers al
inesperado y sorpresivo deascubrimiento que un huevo de ave puesto no fertilizado
puede activarse en su cascara y producir un pollusio vivo.

Conforme lo aqul empleado, |2 remisidon a un huevo de ave en su clscara se
refiere a un huevo puesto, es decir, un huevo con una céscara de carbonato de
calclo que fue expelido de la vagina del ave. Al expelido del huevo habituaiments
se lo denomina “poner un huevo” u ‘oviposition'. En concordancia cuaiquier
referencia a "un huevo en su cdscara® 0 "un huevo puesto” se consideran
equivalentes en su significado. El proceso de activacién de un huevo puesio en su
céscara se denomina aqul "activacién in ovo® (AlQ). La activacién a que se hace
referancia equivale a la iniciacidn del desarrollo embrional en un huevo de puesto
no fertilizado u ooclios, sea en ausencia o en presencia de células de asperma.

El huevo puede sslaccionarse de cualquier espacis de ave. Preferantements el

L
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ave 88 und galiina o pollo y en ofro contexto preferencial el ave es un pavo.

El huevo puesto no fertilizado puede activarse por varios métodos como detallado
posteriorments. Es de resalter que verias de las técnicas utillzadas en la
fertilizacion in ovo pueden aplicarse a otras formas de activacion.

FERTILIZACION

La presents Invencidn provee un método para fertillizar un huevo de ave dentro de
su cdscara, en el que el huevo comprende un vitelo recubierto por una membrana,
incluyendo la obtencién de muestras de esperma, especificaments, asperma de
ave en un vehlcuio fisiokdgicaments aceptable, para administrar ia muestra de
esperma al intarior del huevo, a fin de fertilizar el huevo. La presente invencién se

-_-_____J—-——-——-——.——
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fertilizado puede activarse en su céscara y produclr un poliusio vivo. Confarme lo
aqui empleado, la remisién @ un huevo de ave en su cdscara se refiere a un
huevo puesto, es decir, un huevo con una céscara de carbonato de calcio que fue
expelido de ia vagina del ave. Al expelido del husvo habltuaiments se lo denomina
*poner un huavo” u ‘oviposition’. En concordancia cualquier referencia a "un huevo
en su cascara” o "un huevo puesto® se consideran equivalentss en su significado.
El procsso de fertilizacién de un huevo puesto en su céscara se denomina aqui
*fortilizacion in ovo® (FI0).

Un huevo de ave comprende una cascara durs, calclficada en el momento de la
puesta del huevo. Dentruo de la céscara se encuentma la ysma o vitelo que
contiene nutrientas para apoyar el crecimiento y desamolio de un embrién. Segun
lo aqul empleado un "smbrién”® equivale a un organismo en desarrolio que resulta
del sncuentro del pronicieo femenino con sl prontcieo mesculino durants el
proceso de la fertilizacion del huavo. Mientras que un dvulo fertilizado (unicelular)
pusde denominarse un embrion, el mismo embrién unicelular también es llamado
cigote.
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Asimismo la fertilizacién in ovo puede practicaras en huevos puestos hace dos
semanas, &l los mismos s mantuvieron a temperatura amblents, sisndo Ideal
usar huevos recien -pusstos para obtener mejores resuitados. En una reallzacién
preferida la muastra de esperma es administrada al interior del huevo entre las O y
86 horas posteriores de ser puestos. Segln una realizacién adn mejor la muestra
de espsrma es administada al Intarlor del husvo entre ias 0 y 72 horas de ser
puestos, y aun mejor, |a muestra de esperma se administra entre las 0 y 48 horas
de ser puestos. Mayormente se prefiere administrar la muestra de esperma al
interior del huevo entre las O y 24 horas de pusstos, aungue es Sptimo administrar
la muestra de esparma [0 antes posible al interior del huevo. De cualquier modo,
ol momento Ideal de la fertliizacién pusde depender de las condiclonss de
mantencién de! huevo puesto, p. e}, de la temperatura, ia humedad, etc. Por
ejemplo, la fertilizacidn puede mejorarse, si el huevo puesto no fertilizado ae
fertlllza antss de permitir su enfriamiento.

El espsrma para |2 muestra de sspsrma puede abtenerse del ave aplicando los
métados conocidos por 108 espacialistas, tales como el masaje abdominal que

resulta blen conocido an el amblente. Este método permita recolectar el esperma
(semen) eyaculado, el liquido seminal y el liquido transparente. El liquido
transparente as un liquido similar al linfatico que pasa desde los canales linféaticos
2 !a superficle filica durante la tumescencia félica. El esperma de ave tamblén
puede obtenerse asn el mercado, seguln conocen los expertos del arte.

En una realizacidn, el esperma de la muestra de esperma proviene de una sola
ave. En otro caso sl ssperma de i@ muestra es una mezcla ds esparma obtanido
de més de un ava. Al utllizar una mezcia de esperma de més de un ave en los
métodos conforme la invencidn, puede incrementarse la probabilidad de una
fertilizaclén exitosa, porque si una de las aves, de la cual e obtuvo esparma no

es fértll, es posible que sl esperma recolectado del otro ave o de las otras aves
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puedan fertilizar el huevo.

En una realizacién preferencial, la muestra de esperma comprende esperma de
aves, mlembros de la misma espacle y la muestra de esperma se utlilza para
fertlizar huavos puestos por gallinas que asimismo son miembros de la misma
especie que ios donantas del esperma. La presents Invencién también contempla
el uso de esperma de una especie an un huevo da otra espacie, an caso de que
con ese esperma pueda fertilizarse el huevo.

Dado que habitualments se prefiere qus el espsrma se emples dentro de los 30
minutos de haber sido recolectado, el esperma anterlor y asimismo el esperma
congelado o mantenido con hielo seco puede usarse para los métodos de la
invencion, siemprs que el espsrma mantsnga su capacided de fertliizar un évulo.
8l el eaperma ha ds utilizarse més de 30 minutos después de su recolsccion, se
prefiare combinar el mismo con un diluysnte de esperma, como se desacribe a
continuaclon.

Como antes mencionado la muestra de ssperma también comprende un vehlculo
fisioldgicamente acaptable. Conforme se utiliza aquf, un "vehiculo fisioldgicarnents
aceptable” es un liquido en el que el esparma mantiens su movllidad y visbllidad.
Ejemplos de un vehiculo fisioléglcaments aceptabls Incluyen, sin limitarss a elio,
semen no alterado, liquido seminal (sea originario del esparma o agregado),
lfquido transparents (sea originaric del esperma o agregado), solucién salina
bufferizada, diluyants de espsrma y combineciones de los mismos.
Preferentements, se usard como vehiculo un diluyents de asperma. Como ya
cltado, se preflere especiaimsnts el uso de ur: diluysnts de esperma cuando el
esperma recolectado no serd utlizado para la fertlizacién dentro de los 30
minutos de su recaleccidn. M.R. Bakst, en Manipulation of the Avian Genoms, R.
J. Etches y AM. Verrinder Gibbons, eds. CRC Prass Boca Raton, FL pégs. 15-28
(1993). Segun se aplica aqul, un “dliuysnte de esperma” reprasenta un vehiculo
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fisinldgicamente aceptable utilizado para diluir une muestra de esperma a fin de
obtener una muestra de espera de mayor volumen con menor concentracién de
eaperma. Preferantamente la composicion del diluyents de esperma extenderé la
vida del esperma, tanto como para diluir el esperma, como para incrementar la
cantidad de huevos que pueden fertiizarse con la cantidad de espsrma
recolectado. Ejsmplos de la composicion de diluyentss de ssperma, proporciones
sugeridas de dilucidn, periodos y condicionas 6ptimas de almacenamiento y
fuentss comercialies da diluysntas pusden consuitarse en Bakst ("Preservation of
Avian Cells; en Poullry breeding and Genetkcs, R. D. Crawford (ed.) Elsevier, New
York, pdgs. 91-108 (1880). Otro ejemplo de diluyente de esperma es el diluyents
de semen "Qviposited Chicken Eggs,” diclembrs 1888, Universidad Clemaon).
Otros diluysntss habltuaimente utilizados en la industria avicola son ‘Lago
Formulation Avian Semen Extender de 'Poultry Health Laboratories’ en Davis,
California, 'Beltsville Poultry Semen Extender de ‘Tri Blo Laboratories, Inc.' en
Stata Collage, Pennsylvania. Segin una realizaclon preferida el diluyents de
esperma es Avidiluent. Avidiluent es producido por IMB, 10 rue Georges,
Clemenceau, BP 81, 61302 ['Algle, Francla.

Hasts ahora, en una realizacién, la muestra de esperma pueds comprender
esperma y liquido seminal, es decir, samen. Més aun, la muestra de espera
puede Incluir esperma y liquido semina! diluido en un vehiculo fislokigicaments
aceptable, Incluyendo pero no limitado & una solucién saling bufferizada y a un
diluyente de esperma.

La muestra de esperma tamblén pusde prepararse segun métodos sencllios para
los expertos en el arte, tales como el lavado de samen de una o mis aves con
una solucidn, tal como solucidn salina bufferizada 0 un diluyants de esparma, ei
pasterior centrifugado de la solucikdn resultants, la remocion de la capa superior y

la resuspension del esperma lavado en una cantidad de solucién, tal como
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solucién salina bufferizada o diluyente de semen. Un experio en el tema
comprendené con rapldez cémo obtsner la concentracion deseada de esperma a
través de Ia resuspension del esperma en la cantidad apropiada de solucién. Por
ejemplo, posteriormente al centrifugado y la remocidon de la capa superior, el
esperma concentrado puede pesarss a fin de astimar la cantidad de
sspermatozoldes, aplicando valores conocidos en el pasajs de espsrma avicola.
El esperma puede despuéds resuspenderse on la cantidad requerida a efecito de
obtener la concentraclon deseada de ssperma. Altemativamente, el espsrma
centrifugado pusde resuspenderss, continuando con la remocién de |a capa
superior y después raecentrifugarse, permitiendo la determinacion del volumen
cancentrado de esperma. {(Johnston, 1898). Subsecuentements, la concentracidn
ds! esperma pueds calcularse apiicando Ia férmula de Mreza y Buss (Poultry Scl.
55:2058 (1978)).

Habituaiments la concentracién del esparma en semen de galio varfa entre 300
miliones a 800 millonea por milimetro, sn semen de pavo de 800 miliones a 1,5
billones por milimetro, en semen de patos Pekin de 20 millones a 600 millones por
mliimetro. La cantidad esténdar de ssparma utllizado para la Inssminacién artifical
es de 100 miliones en una cantidad total de 50 microiltros, Segun el método de la
presente invencidn, dado que el esperma se coloca directamente en forma
adyacente al prondciso femenino, se requlers mucho menor cantidad de esperma
para fertllizar el huevo. Por elio, en los métodos conforme ia presents invencién
puede utilizarse hasta tanto como un solo espermatozoide. En realidad, en los
métodos de esta Invencién pusde utilizarse una amplia gama de concentraciones
de ssperma. En una realizacién el ssmen de gallo es diiuldo en una idéntica
cantidad de Avidiluent y aproximadamente 0,01 milimetros de esta muestra de
ssperma ss Inysctan dentro del husvo. Asi, mproximadaments 1 milin de
espenmatozoides ssréin depositados en forma adyacerte al prondcleo {smenino.

\>r
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De acuardo a los métodos de la invencion, la fertilizacion de un huevo de ave en
su céacara se cumple a través de la administracién de la muestra de esparma al
intsrior dsl huevo, La sdministracién de la muesta de ssperma puede cumplirss
aplicando cualquier método que permita la introduccidn del esperma al interior de
la céscara, Incluyendo, pero no limitedo a slio, la disolucién de un sector de Ia
cdscara con, p. 8),, una solucidn dcida, el uso de electroperforacién a efactos de
producir un orificio por penetracién o fisurando un sector de la cdscara, utilizando,
p. 8}, una herramienta tal como una aguja o un sscalpelo.

Preferentsments la superficie del sector de Ia céscara a ser perforado a {os
ofactos de administrar la muestra de esperma es desinfectada antes de la
administmacién, a fin de prevenir la contaminacion del huevo. Para |a desinfeccién
de la cdscara pusde utllizarse cualquier método compatible con la administracién,
incluyendo, pero no exclusivamente, el desinfectante IOFEC 20® y perdxido de
hidrdgeno al 3%. El luger siegido para la perforacion de la superficie del husvo
debe lavarse o roclarse con el desinfectante o también puede sumergirse el huevo
en un racipienta que contenga el desinfactante seleccionado.

Como ya descripto anteriorments, el orificio en la cdscara pusde practicarse con
una heramienta tal como un cuchilic o una aguja. Preferentaments debe usarss
una herramiento estdril. Por ejemplo, en un procadimiento en dos etapas, en
primer lugar puede raalizarss un orificlo en la céscara utllizando un cuchllio u otro
Instrumento cortants. En un segundo paso, se Introduce una nbuja con una
jaringa que contiena una muestra de esperma por el orificio, a fin de administrar la
muestra de ssperma en el Interior de! huevo. La Introducclén de la muestra do
espsrma por el orificio de la céiscara también puede cumplimentarse por otros
medios, incluyendo pero no limitdndose a ello, el uso de una pipeta, tal como una
micropipets. Alismativaments en un solo paso, puesds utliizarse una aguja

Inssrtada sobre una jeringa que contisne Ia musstra de esper para penstrar y asf
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producir el orificio en la cdscara v administrar por inyeccidn la muestra de
esperma al intsrior del husvo. De ese modo |a "apertura™ puede Implicar un orificlo
realizado por una aguja. Obviaments un axperto en el arte, seré capaz de elegir
de grosor suficiente para pemitir el pasaje de la muestra de esperma a través de
la aguja. En una realizacion, la aguja serd del menor tamafo posible para
administrar de modo Intacto el esperma al Interior de la céscara, slendo asimismo
suficiente para penetrar la cdscara calcdrea del huevo. Allernativaments, una
aguja ssparada u otro medio puede usarse pam raalizar el orificio en la cscara.
Habltuaiments pueden smplearss las agujas con una variacion de grosor de 30 a
16. En una realizacidn se utiliza una aguja de grosor 22. Un espermatozoide mide
aproximadaments 0,5 um en su partes més ancha y 100 um ds largo. Por sllo, en
una realizacién preferida, pueds emplearse una aguja con un didmetro Intemo de
al menos 10 um para inyectar. En una realizacién, la aguja pusde permanecer an
la céscarm después de la Inyscclin. Puedsn usarss o adaptarse a |a
administracién de esperma variedas agulas y métodos utilizados actuaiments
para inyactar vacunas en os huevos.

El orfficio pueds realizarse en cualquier parts de la cascara a los efecinos de
permitir la fertllizacién, pero habltuaiments se efectia en el sector de la céscara
cercano al disco germinal. Mientras que un hueve puede manipularee a fin de
emplazar sl disco garminal en diferentas iugares del huevo, en un husvo reclen
puestn, el disco germinal se localiza en sl extramo més grusso del huevo, debajo
de la cédmara de aire adyacents al vitelo. Una vez ejaecutado el orificio en la
cdscarn, la muestra de ssperma praferantsmsnte se administra introduciendo una
aguja, una plipseta, eic. a través de la cémara de aire y debajo de la membrana
dispuesta por debep de la misma (CPE). La cantidad de esperma puede
Incrementarse © disminuirse, depandiendo del jugar y de la forma de

administracidn del esparma. En otra realizacién preferida, la muestra de espsrma

5
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es administrada al interior del huevo usando una aguja. A fin de incrementar la
eficlencia de la fertllizacién, pueds afectuarss un tratamiento de Ia CPE. Puede
aplicarse cuaiquler compuesto que provoque mayor permeabllidad de la CPE o
membrana del vitelo, por ajamplo, un 4cido no tdxico.

En una splicacion la aguja, pipsts, stc. es Instroducida a tmvés de la ciscara en
un dngulo de aproximadamente 15E, penetrando ia membrana bordeando Ia
cdscara. En un método conforme la invencidn, la aguja, pipeia, etc. pueds
introduciaa a trawés de la cémara de aire hasta sncontrarse con la membrana
que encubre el vitelo y el disco germinal. Una persona prictica en sl método
segun la invencidén sabrd en qué momento la punta de la aguja, pipeta, etc. se
contact con la membrana al sentir una leve resistencia para un posterior avance.
Al continuar suavemsnts con la introduccién de la punta, se vences ia resistencia
de la membrana, permitiendo el ingreso a la mambrana. Entonces la muestra de
esparma puede administrarse sn el interior del husvo de modo adyacente a la
region de ia membrana, la que es adyacents al disco germinal. Las cantidades
habituales de muestira de eaperma sdic ascianden a 0,005 ml hasta 0,10 ml. Una
cantidad promedio habitual de muestm de esperma Inyectada es de 0,01 mi.
Preferentemente a fin de prevenir la contsminacién del huevo y la muerts del
embrién, se sella ol orificio an la cdscara. Puede aplicarse un adhesivo no tdxico
directaments sobre el mismo a efectos de sellario. Alternativaments un trozo de
céscama de huevo puede usarse para obturar el orificlo, pudiendo adherirss a la
cdscana utilizando un adhesivo no txico. En una realizacion se usa el adhesivo
no téxico Eimer's® glue. Ademds pusde emplearse cualquler “pagamsnto para
tajido” para sellar el orificio. Un "psgamento para tejido™ es un adhesivo estérl, no
tixico usado en procedimientos quinirgicos para unir tejidos.

El método de la presents invencién puede aplicarse para fertllizar huevos puestos

de sapacies avicolas selsccionadas del grupo que conaists en pollos, codomices,

A
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patos, pavos, faisanes, avesitruces, emyes, gansos, pavos reales, tetraos,
fiandues, loros, cacatias, cotormas y otras aves de valor comercial.

La presents Invenclon asimismo proves un método de fertilizacién un huevo de
ave en su cdscara, en el que el huevo comprande un vitelo encubierto por una
membrana, asi como el empollado de un polluelo vivo, que Incluye la obtencién de
una muestra de esperma que comprende esperma de ave en un vehlculo
fiosioldgicamante acaptable, para la administracidon de la muestra de esperma al
Interior del huevo, a fin de fertliizar el huevo, Incubar sl mismo hasta |a salida del
poliusio vivo del cascardn. El término "obtenclén® aqul utlizado incluys musestras
de esperma pre-realizadas y pre-administradas. '

Después de que la muestra de sspera fue administrada dentro del huevo acorde a
los métodos de la presente invencién ;;warlomante descripios, el husvo es
incubado hasta que el polluelo vivo sala del c&acarén. Una persona de suficiente
experiencia conocera el periodo de tismpo y las condiciones preferenciales pama
s incubacién de un huevo fertillzado de cada especie en particular. Los sigulentes
son s perfodos de incubacién de un huevo fertilizado de distintas especies de
aves. Polios: 21 dlas, codornicas: 23 dias, codomices Corunbc 17 a 18 dlas,
faisanes: 23 dlas, pavos: 28 dlas, pains 28 a 33 dlas, gansos: 28 a 30 dias,
cotorras: 18 dias, loros: 28 dias, palomas: 14 dias, estominos: 14 dias, pinzones.
14 dias, codornices Bution: 16 dias, codomicas del valle: 21 a 22 dias, cisnes: 30
a 37 dias. La Incubacién de huevos fertilizados por estos métodos de la presents
invencidn en comparacidon con huevos fertilizados naturalmente pueden diferir
solaments en que el tiempo de Incubaclon pusde prolongarse a fin de Incluir ef
periodo de tlempo que el huevo fertilizado habria estado dentro del Utero de la
hembra antes de poner al mismo. En una realizacién preferida, el perfodo de
Incubacién para huevos de gallinz es da 21 a 23 dfas. Mientras que un experio en

el arte répidaments serd capaz de dstsrminar la temperatura Sptima de
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incubacién de un huevo de una especie particular de ave, la temperatura habitual
de Incubaclén varia entre 85°F y 100°F. Un huevo de gallina seré Incubado a
aprox. 99,5°F. En una reallzacién ain msjor, ia temperatura de incubacién de un
huevo de gallina serd disminuida a medida que se acerque el momento de la
rotura del cascardn por sl poliuelo. Asl, en una realizaclén actualments preferida,
un huevo de gallina es incubado a 985°F & partir del dia 1 hasta
aproximadamente el dia 18 de incubacién y a 98,5°F a partir del dia 19 hasta Ia
salida del cascarén.

Como bien se conoce en el medio, el porcentajs de humedad con el qus se
incuba un huevo puede revestir importancia para producir la salide del cascardn.
Por sllo, habliuaimente el huevo se incuba con una humadad ambiental entre 75%
y 90%. Preferentementa el huevo se incuba con una humedad aproximada del
80%. Mepr aun, 6l nivel de humedad al incubar un huevo debieras incrementarse
&l acercarse sl momento de la salida del cascardn. De este modo, en una
aplicacién prefersncial, un husvo de gallina ss Incuba en una humedad amblental
del 80% a partir del dia 1 hasta el dia 18 de la incubacién y con una humedad del
B5% a partir del dia 19 hasta |a salida del cascardn. En una mealizacién
espaciicamente preferida, ss Incuba un huevo a 99,5°F y B0% de humeded a
partir del dia 1 hasta el dia 18 de Ia incubacidn, y a 88,5°F y 85% de humedad a
partir del dfa 19 hasta la sallda del cascarin. Como es harip conocido en el
medio, girar los huevos durants la incubacién es Utll para fomentar el crecimiento
del embrion.

Ademéas se preflere que ia Incubacién de los huevos se efectlie en una
incubadora de usc comercial. Varlas empresas producen empoiladoras e
incubadoras de uso comercial, incluyardo PAS Reform, Jameaway, Chickmaster,
Buckeys, Cumberiand, Peteraime, Humidaire Incubator Co., etc. Preferentements

los huevos son trasladados de una Incubadora una smpolladora
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aproximadamente 3 dias antes de la salida del cascardn. La canasta de
empoliado psrmite al polluelo caminar inmediataments después de sallr del
cascardn, lo que es necesario pama el dasarrolio y Ia viabllidad de los pollusics.

En otra realizacidn, la presente invencidn proves un huevo de ave pussio que
comprende un embrién nativo qua presenta menos de 40.000 células, en donde el
embrion puede convertires en un poliueio vivo. "Nativo" significa crecer, vivir o ser
producido en su lugar de origen. En consecuencia, un embrién nativo equivale a
un smbrién que se desarrolia y sale del mismo cascardn en el qua se formé el
prondcleo famenino. Por ende, el embrién desclende del dvulo nativo. Desds que
un dvulo fertilizado naturaimente es puesto por la gallina, el ambrién en desarrollo
pressnta entre 40.000 a 70.000 céluies. De cuaiquier modo, el huevo de Ia
pressnts invencion ss fertllizado después de haber sido puesto; asl un embrién de
la presente invencidn en ewvoiucidn en el huevo, durante algin tiempo de su
Incubacidn presentaré menos de 40.000 células. En realidad, en el momento de ia
fertitizacion, el embridn en el huevo acorte la presente Invancién serd unicelular
denomindndolo cigote. Al cracer el embridn dentro del huevo, se produce la
normal divisidn celular y aumenta el nimero de células. Asl, el husvo puestn
fertlizado seglin la presents Invenclon durante un tiempo comprenderdé un
smbridn con, por ejempio, 10.000, 20.000 o 30.000 células, incluyendo cantidades
menores y aproximadas de células. Dos huevos de ave de preferencia comerclal
son los de geilina y los de pavo.

En otra realizacion, la presents invencidn provee un huevo de ave en su céscare,
que comprende un embrién con menos de 40.000 células (p. e). 30.000, 20.000,
10.000, 1.000, 100 y 1 (clgota)), en donds el embrion puade convertirse en un
polluelo vivo y en el que la céscara presenta un orificio menor a 4 centimetros. En
otra sjacucidn el orificio en la céscara as menor a 2 centimetros y en una

realizaclén difsrants e! orificioc en ia cédscara ®s menor a 1 centimetro o 5
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centimetros. En una realizacidn, el oridifico en la cdscara asdlo presenta suficiente
tamafio para introducir un aguja de grosor 22. Asl, el orificio puede ser de
cuaiquier tamafio entra el orificic més pequeio que pemite la Inyeccidon del
esparma hasta uno de menor tamafio que el orifico requerido para colocar
nuevamsnte un 6vulo fertiiizado in vitro (es decir, fuera de Ila cAscara) dentro de la
misma. El término "orificlo” se reflers @ una abertura reallzada en algun lugar del
huevo ya puasto. El "orificio” incluye un huevo, en el que la abertura fue sellada
posteriormente. Por ejemplo, un huevo que presenta un orificio practicado por una
aguje usada para Inyectar espsrma ssllado posteriormente, aln después del
sellado, continda siendo por definicidn un huavo de ave con un orificio. El embrién
puede ser o no ser nativo del husvo. "No nativo” incluye embriones desarrollados
a partir de un 6wuio no nativo de |a céscara, con la que fus puesta. Dos clases de
huevos de preferencia comercial son los de gallina y de pavo.

De ests modo, la presents invenclon provee un huevo puesto de ave en su
céscara, que comprende un embridn y un vitelo nativo con menos de 40.000,
30.000, 20.000, 10.000, 1.000 6 100 células, incluyendo cantidades entre 1 a
40.000. Se entiende por "vitelo nativo™ que el vitelo y la céscara conforman el
mismo huevo, que fue originariaments puesto.

Un huevo de la presente invancidn puede, por emplo, derivarse de aspecies de
aves seleccionadas del grupo que consiste en pollos, codomices, patos, pavos,
faisanes, avestruces, smles, gansos, pavos reales, tstraos, fandles, loros,
cacatias, botorm, cisnes, palomas y otras aves de valor comercial. En otra
sjecucion de preferencla comerclal sl huevo es derlvado de sspecies avicolas
usadas en los métodos de Ia presente invencién y es seleccionado del grupo que
consiste en gallinas, pavos, gansos, patos, codomices y faisanes. En una
reallzacién de aun mayor prefersncia el huevo es derlvado de una gallina. El

método también utllizarse efectivaments sn especies de aves en zooldgicos, por
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8j. para ayudar a preservar especies en peligro de extincidn.
Los métodos de esta Invencidn pusden asimismo usarse para la fertilizacléon in
ovo de huevoa de reptll. Los huevos de reptliies, simliares a los huevos de ave,
comprenden un vitelo y un prondcleo farnenino y son protegidos por una cédscara
al ser puestos. Un husvo puesto de reptil no fertllizado puede fertilizarse en su
céscara conforme los métodos de la presents invencién. En particular se
administra una muestra de esperma que comprende esperma de uno o més
reptiles de la misma sspecie al interior del huevo puesto no fertllizado a través de
un orificlo producido en la céscara y sobre el vitslo de modo adyacents al
pronicieo femenino, en donde se produce la fertilizacion.
El método ds fertllizaclén in ovo aquf descripto también aplicarse conjuntaments
con ofros procedimientos In ovo. Por ejemplo, pusde vacunarse el embrién
despuds de la fertilizacidn. Tales procedimientos de wvacunacién son de
conocimiento de los expertos en ests arte. Altemativamente tal vacunacién puede
efectuarse simulténeaments con la fertilizacion In ovo, proveyendo de cualquier
modo que la vacuna no praviene el desarrolio embrional.
Adicionalmente Ia fertlizacién In ovo puede automatizarse de manera tal que los
multiples husvos son fertlizados simultdneaments, a través de, p. 6., técnicas de
inyeccidn. Asi, 50, 100, 200, 300 0 més huevos pueden inyectarse al mismo
tismpo.

PARTENOGENESIS
En una realizacién de la presents invancidn la activacién del huevo puesto no
fertilizado es inducida por partenogénesis. El término “partenogénesis” significa la
producclén de células embrionarias de un gameto femenino en ausencia de
contribucidn alguna de un gameto masculino.
En una reallzacion preferencial la activacién mediants partenogénesis de un

huevo puesta de ave no fertllizado puede Inducirse mediants [a penetracién de la



membrana que ancubre al vitelo y el disco germinal, por ejemplo dirigiendo una
sguja de grosor 25 a través de |a céscara al interior del huevo con el efecto de
penetrar ia membrana que recubre el vitelo. Preferentemants debe evitarse Ia
fisura del viteio. De tal modo la penetracidn y la rotura de la membrana que
recubrs el vitelo puede Iniciar |a activacién del éwulo. Se contempla la utllizacién
de otros medios mecdnicos para introducirse en la membrana que recubre el
vitelo. Por ejemplo l4eer, que incluye un ldser YAG no térmico (yttrium-aluminium-
gamet — silicato de ifrio-aluminio), puede usarse para Introducirse en la membrana
que recubrs el vitelo en lugar de amplear una aguja para tal procedimiento.

Estd probado que el incremento pasajero de Ca2+ citosdlico es el que inicia el
programa dsl desarrolio de! huevo. La concentracidn cliosdlica de Ca2+ pueds
Incrementarse artificlaiments inyectando directamente Ca2+ en sl huevo o
utilizando iondforos portadores de Ca2+, tales como A23187. Esto activa los
husvos de cusiquier animal examinado hasta ahora (Alberts, 1883). Previendo el
incremento an Ca2+ medlants la inyeccidn de qusiants Ca2+ EGTA se inhibe la
activacidn del huevo despuds de la fertilizacién. Dado que el incremento de la
concentracién citosdlica de Ca2+ as transitoria, durando solamenta dos a tres
minutos posteriores a la fertilizacion, queda claro qus no puede directamenie
influir sobre los sucesos observados durante las posteriores etapas de la
activacion de! huewn, incluyendo Ia sintesis de ADN y de proteina. En lugar de eilo
el aumento de la concentracién de Ca2+ solamente ss Uil para desencadenar la
secuancia completa del desarrollo; algin otro cambio permanente debe ocurrir en
el huevo mientras el nivel de Ca2+ sea elevado,

Dado que el mecanismo de activacldn no se interpreta por complsto, queda claro
que 8l esperma unicamente es util para impulsar un programa predeterminado en
el huevo, no requiridndose el esperma mismo. Un huevo pusds activerse por

distintos tmtamientos quimicos o fisicos no sapecificados. Estos procesos
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gensnalmente son aplicados para aumantar el Ca2+ intracelular (Rickord and
White, 1892). Por ejemplo, ia perforacidn con una aguja puede activar un huevo
de rana (Alberts, 1983). Los oocitos de ratén se activaron exponiéndolos a un
medio libre de Ca2+ —Mg2+ (Surani and Kaufman, 1877), a un medio que
contiene hialorunidasa (Graham, 1970), exponiéndolos a etanol (Cuthbertson,
1983), a iondforos Ca2+ o quelantes (Steinhardt et al., 1984; Kiine and Kiins,
1992), a inhibidores de sintesis protéica (Siracuaa'et al., 1978) y a estimulacidn
eléctrica (Tarkowskl et al., 1970). Se repartd la activacién de oocitos bovinos
mediants etano! (Nagal, 1587), estimulacién sléctrica (Ware et al, 1988),
exposicidn a teamperatura ambiente (Stice and Keefer, 1892), y una combinacion
de estimulfiacién eléctrica y cicloheximidas (First et al., 1892; Yang et al., 1992).
Estos métodos pueden aplicarse a huevos puestos de ave no fertilizados.

Una aplicacion de la activacidn in ovo por partenogénesis es la répida produccidn
de lineas de crianza Incestuosas puras. Actuaimente la industria Incluye el uso de
diferentss combinacionss de |ineas homocigbticas emparentadas para producir
productos avicolas aspeciales para destino comercial. 8e invierte mucho esfuarzo
on la obtsncidn, el mepramiento y la mantancidn de estas )ineas de pedigree.
Mediants Ia partsnogénesis puede Inducirse un gameto femenino a convertirse en
un polluslo vivo sin contribucién genética de un macho. El polluelo resultante es
completamente homocigota en cada eislo. Da aste modo las |lineas homocigotas
de padigres pusdsn crearse en una generacidn en lugar de los repetidos incestos
requeridos actualments. Ademds, en lugar de usar poblaciones de aves para
derivar la linea homocigota, puede usarse un solo sjemplar superior. Dado que en
una poblacldén de cria existen aves Individuales que suﬁaran ampllaments el
promedio, este método es el camino para obtener rdpidamente los mejores rasgos

gensticos en el producto final a comerciallzarse.
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TRANSFERENCIA NUCLEAR

Pueds utllizarse la tecnologia de transfarencia nuclear/micromanipulacién cetular
a los efactos de activar un huevo puesto de ave no fertllizado. De ests modo una
realizacidbn contemplada por separado de la prasente invencion incluye la
administracién de liquide en suspension que contiene células nucielcas o
‘nucleoplastos”. Los nucieoplastos pueden generarse a gran escala aplicando
determinados procedimientos de centifugado de avanzada. En muchas especies
tales como las ovejas, las vacas y los ralones se determind que puede Insertarse
un nuclsoplasto aisiado a pariir de una célula en otra céiula enucleada con el
propdsito de generar un individuo clonado idéntico. Del modo aqul empieado la
“transfsrencia nuciear® equivale & la remocion de un nicleo de una célula y ia
insercion de ese nicleo, también conocido como nucisoplasto, en ofra célula de la
cugl el nicleo nativo se tomé inefactivo, por ejemplo por remocidn. Los
procedimientos aqul descriptos permiten a los productores propagar
eficlentsmente pedigrees genéticos superiores a lotes para deJtlno comercial y se
utilizan como base para el desarrolio deuna plataforma instrumental automatizada
de transferencia nuclear.

Las etapas primarias requeridas para Ia Implementacién de esta estrategla son las
siguientes: (1) el desarrollo de lineas celulares y condicionas adecuadas para el
cultivo de donantss de nucisoplastos; (2) visuallzacion y ablacién de estructuras
nucieares dentro de dwilos y/o cigotes de ave; (3) alslamiento de donantes
nucleicos; (4) transferencia de la donscidn nucleica al huevo (citoplastos).
Tamblén pueds llsvarse a cabo la activacién de Gvulos recanstituldos llevardo al
desarrolio embrionario.

Células de Donants de Nucleoplasto. Las células madre embrionarias y las
células garminales primordiales han demostrado psermanecer omnipotentes en las

gallinas y pusden utllizarss en un procedimiento de TN. Las gallinas clonadas asi
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generadas pueden resultar valiosas para su aplicacibn en determinados
esquemas de cria de polios. Atternativamente las lineas celulares sométicas
pueden resultar ventajpsas en ofros casos de crla de polios. Un factor en la
seleccion de un tipo de cdlula somética es la capacidad de someterse a una
"reprogramacion” . La reprogramacién es requerida a efectos del nucleoplasio
para contribulr con todas las lineas celulares embridnicas, llevando as{ a un
desarrollo embrionario normal. Los fibroblastos embriénicos cultivados (FEC) han
sido ampllamente utillzados en mamiferos con buenos resultados debido a su
simple manipulacion genética. Los FEC pusden usarsa para la transferencia de
nlcleos celulares sométicos en el sistema avicola. Alternativamente se cultivaron
las células blastodérmicas derivadas de embriones, las que pusden usarse. Otro
tipo cslular qus pueds emplearse con la plataforma de transferencia nuclear en
aves son las cdlulas B avicolas.

Una ventaja de emplear células B de ave es su capacidad de someterse a
elevados niveles de recombinacion. Ests capacidad puede resultar importants
porque le confiere mucho mayor eficiencia al proceso de obtancién de ADN
exdgeno incorporado al genoma de ave.

Las modificaciones introducidas en cuaiqulera de estas I[neas celulares en vitro
posteriormenta son incorporadas al genoma del ave resuliants. Puaden
efectuarse estudios a fin de identificar el tipo més vantajoso de célula. Por
ejemplo, los nucleoplasips pueden crearse a partir de estos tipos de céiulas y
transferiree al citoplasto del ave (célula receptora). Estos tipo de células que
lisvan al mayor Indice de suparvivencia embrionaria, pueden Incorporarse a la
plataforma tecnologica esténdar.

Se ha llevado a cabe exitosaments la transferencia nuclear en mamiferos, usando
ambos, huevos y cigotss, aunque predomina el uso de husvoa para estos

propésitos. Los procedimlentos estindar de transferencia nuclear requieren la
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remocidn o la ablacidn de los nucleos celulares existentes, preferantemente antes
de introducir Ios nucleos donados. Esto permite que el nicleo Introducido se
someta a una réplica normal de ADN sin interferencia del nucleo nativo. Los
huevos de ave son grandes y la distancia antre el nucleo donado y el nicleo de la
célula receptora es suficienterente grande, de modo que no resulta estrictamente
nacesaria la remocion del nicleo de la céluia receptora. De cualquler manera,
prefarible que se produzca la enucleacion.

El nicleo celular en un huevo de ave se presenta oscurecido por densos
grdnulos de vitelo resultando bastante Inefectiva la visualizacién bajp el
microscopio. Por ello, el método de seleccidn para enuclear un 6vulo de ave
requiers el uso de la rotulacion nuclear fluorescents. Pueden emplearse Ios
habltuales tintes nucleares fluorescentes, como Hoescht 33342 (bis-benzamida) y
DAPI {4'6'-diamidino-2-fenilindol, hidrocloruros) por su capacidad de generar una
méxima visualizacion de los nicleos y su ADN asociado.

Pusden utlizarse dos estrategias estindar para la enucleacién: 1) la remocidn
mediante una micropipeta de vidrio 0 2) la ablacién mediante idser. Actuaimente
se utllizan ambes estrategias para la micromanipulacién celular. El tipo de rayo
léser y Ia longitud de onde pueden determinarse emplricaments. La eliminacién
del 4rea fluorescents dentro del citoplasma a través de cualquiera de los métodos
Indicarfa la remocién del nicleo. En esta etapa es importants no sdio remover el
ADN nuclear, sino también la maquinaria que lo origina.

Una cantidad de factores influyen sobre el desamollo despuds de efectuada la
transferencia nuclear, incluyendo |la exigencla de que el embridn reconstrudio

mantenga una pioidia normal. Al transferir un nicleo de un célula que comenzo a

diferenciarse, el modelo de axpi | idn genética puede "reprogramarse” desde un

tipo de célula diferenclada un

D) ambrin. Los ensayos, en los qus se varld
8l ciclo celular, también sugleren que la eficiencla de ests proceso reclbe Ia
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influencia de ambas, del donante y del estado del ciclo de la célula receptora.

En mamiferos resulta aparents qus la replicackn ds ADN que se produce an el
embrién reconstrudio influye en el estado del clicio de la célula receptora del
donante, asi como en la céiula receptora. Debide a la influencia dal factor de
promocion de melosis (FPM) en el cltoplasma, la célula receptora podria ejsrcer
mayor influencia (Bames et al., 1893; Campbell ot al, 1983). Puede aumentar |a
actividad del FPM durante la raplicacién al formarse los husos, pudiendo continuar
elevada durants |a matafase |l. La transferencla nuclear a un citoplesto con un
elevado nivel de FPM puede conlisvar al colapso de la membrana nuclear, la
condansacién de cromosomas, la modificacién de la membrana nuclear y la
replicacién de ADN sin desmedro del estado del clclo celular del niicleo donante.
En contraste, el nucleo determina en donds se produce la replicacién ds ADN
siguiente la transferencia de un oocito con un bap nivel de actividad de FPM
{Campbell et al, 1993, 1994). Se cree que a partir de ests trabajo se producen dos
efectos: 1) una mayor oportunidad de reprogrmamacién de la expresién genética
durante etapas especificas del ciclo calular; y 2) un beneficio de la transferencia a
fases simllares del ciclo celular.

Se ha demostirado que aumenta el desarolio embrional cuando los nucleos
donados se encuentran en la fase GO0 o G1 del ciclo celular. En la dveja Dolly
desarroliade a partir de un ooclto enucieado con un derivado de celula mamaria,
se presume que se encuentre en GO. De este modo células Cumulus en los
estados GO y G1 fueron usadas para realizar la transferencia nuclear de células
somiticas en ratones (Wakayama, et al, 1988). De cualquier modo se produjeron
temeros clonados usando nicleos de células donantes no latentes (Clbelll et al ,
1998). Esto indica que las exigencias pam una exitosa transferencia nuclear en
aves deberd detsrminarse empiricaments. Pueden utilizarse células en varlos

estados de ciclos cslulares a fin de determinar el protocolo dptimo. Se realizd Ia



administracién de nicleos donados e travée de la electrofusidn de las células
donantes para enuclear los husvoaicigotes y e través de la Inyeccién directa de
niicleos donados en husvos enucleados. Dado el gran tamafio de huevos de ave
y ia facilidad de efactuar inyaccionas, la introduccidn directa del nGcleo donado
podria ser al método Gptimo de administracion. Cuando |2 transfersncia nuciear
es realizada en Gvuios eb |a metafase i, habitugiments ss requiers la activacién
artificial del dvulo, Esto puede efectuarse en distintos intervaios de tiempo
partiendo de Ia simuitaneldad hasta varias horas posteriorments a la transferencia
nuclear. Estos mismos parametroa pusden estudiarss para el tismpo dptimo de
activacion.

Puede disefiarse un sistsma de alta eficlencia para realizar el proceso. Esto
cantiene el potsncial de eliminar una ronda completa de la Industria avicoia
denominada "cria de reproduccidn”. Habituaimente en la cria de reproduccién se
requiersn varias generaciones a fin de llegar de las |ineas de pedigre a través de
varias generaclones, a los padres y finalments a las aves para fines comerclales.
Pera el dxito de este proceso se requieren poblacionss enteras de aves. De la
AlQ con transferencia nuciear puede resultar el producto fina! de salida comercial
a partir de una solo individuo superior. El efecto de red psrmite producir lotes de
aves gendticamente superiores en una operacién de crianza extremadaments
eficlents. Ademids, las células utilizadas para la trensfersncia nucisar o celular
pusden almacenarss indefinidaments hasta que un determinado producto final es
requerkio por ol usuario. Un beneficio de idéntica importancia puede ser la
capacidad de producir iotes completos de aves unisex. Por ejemplo, los
productores de gallos pusden requerir todos los lotes de machos para una
incrementada eficiencia de crecimiento, mientras que ios productores de huevos
obviaments preferirian todos los los lotes femeninos.

En ofro aspecio de la presente Invencion, las formulaciones liquidos también



pusden incluir células y/o nicleos celulares en suspensidn para utilizarse en la
generacién de animales quiméricos y/o clonados. Se han inyectado células, tales
como células blastodérmicas de ave, en embriones de ave con el expreso
propdsaito de generar aves quiméricas.

TRANSQENESIS
La presente Invencion asimismo provee un método para producir un smbrién de
ave que contenga dcido nucleico heterdiogo a efectos de activar, es decir,
fenlllzar'un huevo de ave a través de los métodos aqufl explicados da la presants
invencidn e Introducir un dcldo nuclaico heterélogo dentro del huevo de ave.
Como usado agul, el 4cido nucleico incluye, pero no estd limitado a ADN, cADN,
RNA, mRNA y RNA entlsantido. Los écidos nucleicos pusden ser de ramificacién
simple, doble o miltipls. Acidos nucielcos haterdlogos pusden incluir dcidos
nucleicos no propios de la especie aviccla y édcidos nucleicos no expresados
normaimente en la ublcacién introducida en la célula o en el nicleo de la especie
de ave.
Despuéds de que un husvo ha side activado por AlQ, se puade tener acceso al
embrién en cualquier estado de su desarolio a fin de manipular genéticaments
aigunas o todas sus células. De gman Intsrés para la creacién de aves
transgénicas es e embrién pequefio. El AIO permite la tranamisién de linea
germinal para ol dcido nuclelco heterdlogo al permitir la introducclén lo mds
temprana posible de dcido nucleico en el pequsfio embrién de ave. Esta
manipulacidn genética del embrién en desarrolio, puede, por ejemplo, producir
aves transgénicas que comprendsn material ganético que puede usarse para
modular ADN enddgeno y su expresidn y para crear células que puedsn producir
proteinas comerciailmente valuables para uso comercial.
La transferencia de un écido nuclaico a un genoma de ave pusde lievarse a cabo

por una persona experimentada en el arts conforme varlos métodos conocidos.

>
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(Harlow and Lene, Antibodies: A Laboratory Manual, Cold spring Harbor
Laboratory, Cold Spring Harbor, New York, 1888; Lennetts et al, Manual o Clinical
Microbiology, ed. 14, Amer. Soc. for Microblology, Washington DC, 1985;
Sambrock et al, Molacular Cloning: A Laboratory Manual, 2* Ed., Coid Spring
Harbor Labormatory, Cold Spring Harbor, New York, 1989; Antlssnse RNA and
DNA, D.A. Meiton, Ed., Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, New
York, 1888). Freshney, Cuiture o Animal Cells, A Manual of Basic Technique, 29
edic., Alan R. Liss, Inc., New York (1987); Centers for Dissase Control Laboratory
Manual, U.S. Department of Health, Education an Welfare Pub. Nr. 79-8375, p.
75, Cantars for Disease Control, Atianmta, GA; Fundamental Virology, 2¢ edic.
Bemard N. Flelds and David M. Knipe, Chief Eds., Raven Press: New York, 1990).
Ejemplos de métodos de transferencia de material genético al genoma de ave
incluyen, sin limitarse a elios, @l ‘avien leukosis virus' (ALV), la tranegénesis
medlada por transduccion, la transgénesis madiada por transpostn, la
transgénesis madiada por células blastodérmicas, ia transgénesis mediada por
células primordiaimente germinales y la transferencia nuclear. El dcido nucleico
hetsrdlogo pueds Intoducirse al embrién simultdéneamente con la produccién del
evento activador, por ejemplo, al mismo tlsmpo que ss Iintroducs la muestma de
asperma al huevo 0 en una etapa posterior del desarrollo embrionario.

Un método estdndar an uso actualmente para producir aves transgénicas es la
producclén de particulas transducidas derivadas de la replicacién deficlente de
ALV que comprenden una insarcién de ADN.

Debido a que Ias particulas no son capaces de replicacién sn el ave, no exlste
riesgo de causar viremia o enfermedad an el avs o0 en los seres humanos. Una
abertura puede generarse justo por encima del embrion transduciendo particulas
Introducidas en !a cavidad subgerminal del ambrién. Posteriorments ss sella |a

abertura y los huevos se ubican en Incubadoras para su desarollo.
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Otro método usado para la transferencia de dcido nucleico heterdiogo al genoma
de ave os la transgénasis mediante transposén. Los transposones son slementos
genéticos capaces de transiocar o moverse dentro del genoma de sus especies
huéspad. No se conocen transposones que se desenvuelven an especies de ave.
Sin smbargo quedd demostrado que determinados transposones reconstituldos
de otras fuentes son capaces de furclonar dentro del genoma de ave. Esos
transposonses pueden someterse a ingenieria, como para servir de Gtiles sistemas
vectores de écldo nuclelco para insertar ganes an el ganoma de ave.

Més allé, otro métndo para la Introduccién de ADN hetarSlogo en un embrién de
ave es la transgénesis de células blastodérmicas. Las células blastodérmicas u
otras células de las primeras stapas pusden tomarse de smbricnes en ia stapa X
(el estado smbrional, en el que es puesto un huevo fertilizado), pueden
reinyectarse en ambriones recaptores, donde se radican y crecen, dando origen a
polios quiméricos. Un polio "quimérico® as compons de células de dos diferentes
linajes genéticos. Células blastodérmicas Inyectadas en embriones huésped
irradiados, poco despuds de su aislamiento prasentan la capacided de aportar &
todos ios tejidos del ave re'sultante incluysndo la linea germinal {células que dan
origan a esperma y huevos y asl a todas las generaciones subsigulentes). Se
cultivaron células blastodérmicas y se iransfectaron con ADN mediante varios
métodos conocidos por personas sxperias en el arte en un Intento de generar
aves transgénicas.

Asl, las células blestodérmicas o las células madre embribnicas pueden
Inyectarse en un embrién fertilizado In ovo para crear polios quiméricos. Esos
palioa quiméricos pueden luego ser cruzados y se pusde crear un clon de la
célula originariamente inyecta, asumiendo que aquelios presentan una
transmisién de Iinsa germinal de ias células blastodérmicas o de células madre

smbriénicas.
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Ademds la transgénesis mediada por células primordiaiments germinales puede
utilizarse para gensrar aves transgénicas. A medida que el embridn en desarrollo
crecs, ciertas céluias son destinadas & ia linem germinal para dar origen al
esperma y los huevos, Esas células primordiaimente germinales migran hacia la
sallente genital de ia génada en desarrullo, donde permanecen iatentss hasta
que el ave alcanza madurez sexual. Una aproximacién a & transgénesis de aves
es aislar aquellas células primordialmente germinales, manipularias
genédticaments y reintroducirias en un embrién an crecimiento para su desarrolio
continuado. Esta aproximacion tdcnica es comparabis 2 [a aproximacién de la
célula blastodérmica, tanto en la axtensién, en la que se desarrolla como en sus
potanciales aplicaciones. Las células primcrdiaimente germinales demostraron su
contribucién a ia insa general, @l como las célulay blastodérmicas, cuando son
inyactadas a embriones huésped.

Otro aspecto més de la presents invencidn se relaclona con las fdrmules del
liquido administrado al huevo de ave que provee informacién vital respecto del
status genotipico o constitucidn individual de ceda ave. Por ejemplo, pruebas de
ADN y/o ARN pusden administrarse en un huevo de ave con el propdsito ds
clasificar smbriones segin su sexo o cuaiquler otro genotipo. Esas prusbas
parsiguen especificamente sus objstivos secuenciales y proveen informacién
espacfilica respecto de la estructura genética del ave. Rotular ias pruebas con
varias moléculas fluorescentes, mdioactivas o quimioluminiscentss psrmite una
tacnologia akamente confiable para determinar al status genotipico.
Alternativaments, anticuerpos u otras protelnas puedsn utlizarse de manera
similar como molécules referentes.

El uso de la presente invencién incorpora écidos nucleicos en oocitos
monoceiulares y embriones pequefios, permitiendo la incorparacién de ADN

exdgeno a todas o a la mayoria de las célules del ave resultants. Sin embargo en
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una realizacién alternativa, la presente invencidn puede adaptarse para
administrar esos dcidos nucleicos y sus vectores a embriones en estadios més
avanzados. Un método corrlents para la produccion de aves transgénicas
comprende la inyaccidn de particulas virales a la cavidad subgerminal de los
embriones de ave en desamolio. Ot aplicacidn podrfa ser para la expresion
transitoria de un determinado producto genético en el smbrién de ave. Puedsn
administrarse férmulas de dcido nucleico con la intancién especffica de generar
husvos y/o sistemas blorreactores de origen animal. Tamblén pueden
‘administrarse al embrién a fin de afectar la conformacién genética proteinas,
antigenos y anticuerpos.
Los métodos de activacidn in ovo aqul descripios tamblén pueden utilizar en
combinacién procedimientos in ovo. Por ejemplo, el smbridn pueds vacunarse
despuds de la fertilizacidn. Alternativaments tal vacuracidn pusde darse
simulténeaments con la fertllizaclén In ovo, aseguréndose de que iz vacuna no
interfiera en el dasarrollo del embridn.

AUTOMATIZACION
La AIQ pusde automatizarse de modo tal de fertillzar mditiples huevos de forma
simulténea & través de, por sjemplo, técnica de Inyacclén. Asf, 50, 100, 200, 300 o
més huevos pueden inyectarse simultdneamente. Serd simple para aquelios
expertos en el arts que el métndo de la presents Invenclén es de sencllia
aplicacién en una operacién industrial de gran escala, aplicando la automatizacion
para activar huevos recién puastos. En concordancia, un aparato previaments
utillizado, por ejemplo, para inmunizar huevos pusstos y fertliizados puede
adaptarse para en lugar de siio Introducir una muestra de espsrma, los niicleos o
adaptarse para la partogénesis e fin de automatizar el procedimianto de AlO.
Como los exparios en el arten podrén apreciar, las tscnoiogias de manipuleo

automatico de huevos ha sido desarroliado simultineaments por varios inventores
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independientes en todo el mundo. La tecnologia actuaimente oxiatantp aporta
slstama de alto rendimiento para Inysctar substancias llquidas sn huevos
embrionados de ave. Los ejemplos Incluyen la Inyeccldn de vacunas a fin de
incrementar el estado de inmunidad de los polluelos resultantes, la inyaccion de
virus para la produccion de vacunas para seres y animales y la inyecclén de
proteinas para influlr en la salud, el crecimiento y la apariencia de las gallinas y
pollos. Otro sistama automatizado de utilidad para la prduccidn avicula permite la
deteccion de ambriones de polio vivos y muertos, basado en la transiluminacién
con difsrentss recursos de luz y difersnclas des tsmperaturm entre los huevos
adyacentss en una bandeja. Estas teconologias, consideradas conjuntaments,
representan un actual estado de desarrollo en este campo. Sin smbargo, existe Ia
necesidad ds una plataforma més avanzada adaptada especificaments a In 8
nacesidades de ciradores avicolas, una necesidad que la presente invancion
considera y satisface.

Reclentss progresos en el drea~de la presservacién del sspsrma, tomados
conjuntamente con el advenimiento de la tecnologla de FIO, hicieron posible
encarar un modelo de direccién mucho mis eficisnte para opsmaciones ds crianza
de polios. Varlas de las Importantes teconologlas genéticas abajo descriptas
pueden unirse a fin do crear una plataforma verdaderamente versétil para la
automatizacion de la tecnolog(a de cria de polios.

A los efectos de implesmentar la AIO, es declr, la FIO, en una versién
automatizada, se contemplaron dos etapas. La primera etapa implica el cdlculo de
la cantidad de células de esperma en la muestra de ssperma, o la muestra que
contiene células o material nuclear para transferir que son cargadas en Ia
méquina. Eate punto puede resolverse meadiante al uso de una unidad integrada
de espectrofotdmetro (a veces denominado densimetro), similar a aquellos

comercializados por Animal Reproduction Systsms of Chino California y otros. La

)
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informacion obtenida de este andlisis se reporta a una unidad de procesamiento
central u a otro sistema de analizado, en el que se determinan las cantidades
optimas de esperma y diluyente de semen o de células y material nuclear. Esta
informacién es postariormente traslada a un mecanismo expendedor de liquido
con e} resultado de que los voiumenes comectos de iiquido serén vertidos en un
depdsito central de un mecanismo para inyaccién de husvos o un sistema similar.
Para el segundo paso, la unidad de procesamiento central activa el mecanismo de
inysccion, sl que administra el monto apropiado de muestra de esperma dlluido o
las formulas de células o matarial nuciear al huevo no fertilizado en la profundidad
especifica y en e! dngulo apropiado para completar la AlO 6 la FIO. El proceso de
Inyeccion incluye la perforacién de la céscara de husvo mediants un punzin
tubular y la Insercién de una aguja ds inyeccién a través de la membrana vitsllana
para administrar la férmula de [a muestra.

El mecanismo de inyaccion al huevo puede presentar un dissfio similar a aquellos
producidos y comercializados por Embrex, Inc., Merck Inc. y otros en la industria.
A modo de emplo se inclouye un disefio an la patente US N° 4.903.635 titulada
"Sistema de Inyeccidn de alta velocidad para embriones de ave”, que se incorpora
aqui a modo de referencia. Como se desscribe en la patents, el dispositivo
patentado es un sistema automdtico de inyaccidn de alta velocidad para
embriones de ave, que pueds Inyectar substancias liquidas a huevos,
espacfficaments un liquido innoculador. La méquina Incluyes dispositivos de
succidn que levanta los huavos de sus soportas con superficies que no les infrijan
dafio alguno, antes de proceder a la Inysccion. Posterormente la méquina estd
provista de mecanismos ssparadoa y dispositivos para en primer lugar reallzar un
orificio on la cdscara de huevo y postariormenta inyectar al embrién de ave o el
amblents clrcundants con una substancia liquida, evitando el uso de una sola

aguja o punzin para realizar un orificlo en la céscara del huevo y administrar Ia

3
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substancia fluida al interior dal mismo. Como también se conoce an el ambients,
la pressnie Invencién contempla el empleo de una sola aguja para parforar la
cdscara y administrar las substanclas fluldes. Otras patsntes relevantes que
prasentan la inyaccién de fluidos a huevaos incluyen la patente U:S: N° 5.900.929,
titulada "Método y Aparato para la inyeccién Selective de Huevos de Galline™; la
N° 5.722.342, titulada "Tratamiento Ovo antlbidtico y microblano pam disminuir
poblaciones de salmonellas en aves”; la N° 5.688.751 titulada "Método y Aparato
para Inyeccidn In ovo”; lla N® 5.438.954, titulada "Método y Aparato para Inysccién
in ovo de pequefios embriones”; la N°5239766, "Método para Introducir material
en huevos durante el tamprano desarrallo embrional®; N° 5.176.101 "Sistema de
Inyeccidn Modular para embrionas de ave”; N°® 5.158.038, *Métndo pam Inyeccidn
de Huevos, Aparato y Solucién Vehiculo para mejorar sl smpollado y las
Enfermedades”; la N° 5.136.979, "Sistema de Inyeccién modular para embriones
de ave®, todas ellas incorporadas para su referencla. En la ejecucion més sencllia
para la FIQ, el esperma es substtuido por antigenc en ssas méquinas y la
profundidad de la inyaccidn se ajusta a fin de cumplir con la FIO.

El proceso ds AIO 6 FIO posibilita el disefio do sistsmas con capacidad para
operaciones de alto rendimiento para la activacion, es decir, la fertllizacién de
huevos de ave después del smpollado. Ventapsaments la presents invencién
para FIQ requiere mucho menor cantidad de esperma a causa del método de
fertlizacidn directa, posibilitando la operacién continua y reduciendo
drésticamenta la cantidad de machos en el esquema de crfa. Los machos
restantes pusden alojarse en forma centralizada, proveyendo suflciente esperma
fresco directaments a la empoliadora para fertliizar los blliones de husvo
empollados en la industria cada afio. El empleo de menor cantidad de machos
permits a los criadores realizar progresos més veloces pam mejrar sus lineas

usando solaments ks animaiss verdaderaments de elite para la Inseminacion.
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Ademis la infraesctructura de la industrie puede reracionalizarse basdndose en la
eliminacidn o en la significativa reduccién de machos. Por ejemplo, puede llevarse
a cabo una operacion de produccliin comerclal de huevos mucho mas eficlente,
substituydndola directamante por las instalaciones pama empollado de huevos,
dado que sdlo sa raquleran husvos sin fertiizer. En el programa de inseminacién
artificial, en al que las hembras representan aproximadaments el 85 a 88% del
lote, serd posible eliminar la necesidad de inseminacidén manual, reduciendo por
ends sproximadaments el 85% de la mano de obra requerida para esos
programas.

Desde la activacidn automdtica mediante la transferencia nucelar, se puede
postsriorments adaptar ol mecanismo de Inyscclén del husvo a fin de inclulr la
eliminacidn de los nucleos nativos no efectivos. Por ejsmplo, el mecanismo puede
incluir una micropipeta o un léser para remover o interpretar los nucleos nativos
no efectivos.

Adiclonalments a la activacion, es decir, via fertlizacidon se contsmpla que la
prasente invencion ademds incluya los procesos de andlisis gendtico, de
manipulacién y propagacién. Como un experto en el arts podré apreciar, estas
herramientas se diseflan actuaiments parm su uso en Ieboratorio requiriendo
técnicos de alta especializacién y siendo en concordancia, impracticable su uso
habitual en la industria avicula de reducido margen. De la forma Implementada en
la presents invencidn, varias de esas tscnologlas pusden Incorporarse & una
. plataforma totalmente automética para ser usado por personal ds produccifn,
tanto como por genstistas y otros cientificos.

La prasents invencién puede disefiarse para Inclulr mecanismos adicionales y
etapas para administrar diversas formulaciones liquidas con la intencidn de a)
impactar ia expresién genética sn el embridn de ave concurrentsments con o

subsacuentsments a ia activacion in ovo, es declr FIO yio b) proveer Informacion

U\
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vital respecto del status genotipico del embridn. El dispositivo de administracién
pueds parecer simliar al mecanismo de inysccion a huevos pam la administracion
de esperme detallado més ebajp. La presents invencidn puede emplear un
depdsito comun pera liquido conteniendo el esperma © un reservorio
independiente del espsrma, an el quse agujas separadas se Insertan an s huevo
para cada liquido o siendo los Iliquidos Inysctados secusnciaimente a través de
una sola aguja insertada en el huavo.
Le presents Invencion también contempla l2 incorporaciin de un mecanismo de
deteccin para soporte en varios tipos de andiisis genéticos y proteicos. Una
realizacién de este mecanismo incluye el uso de una fuente de luz de iongitud de
onda aproplada, como por ejamplo, un ldser y un cormespondients dispositivo de
tints expresado an forma dierenclada en el huevo de ave como Indicador de
determinados estados genotipicos o fisioldgicos. Por sjemplo, esta realizacion
puede clasificar huevos segun el sexo empleando pruebes de rotulscion
fluorescents, promotores y sistemas de expresién indicadores desl sexo,
anticuerpos de rotulacidn fluorescente pare determinar sl sexo y otros.
El mecanismo de deteccién puede, por ejemplo, usar una cdmara CCD u oto
detactor aproplado de sefiales fluorascentss a fin de activar una clasificacion y/o
dentificar un mecanismo. En otra realizacidn, el mecanismo de deteccidn puede
emplear una contador por centslleo para radloactividad y/o un método de
deteccién basado en la quimioliuminescercia para los mismos propdsitos
generales antes descriptos. En otra ejecucién e! sistema puede utilizar ‘chips
gensticos’, tecnologia de micro y macrocomposicion genédtica para fines de
- detsccién, un ejemplo es el producido por la empresa Affymetrix.
Como podré apreciar un experto, la clasificacién de las aves seguin el genctipo
_puede aplicarss en opersciones de produccion. La clasHicacion por el sexo

permite ia optimizacién de Ia capacidad preductiva. Esto significa, los machos son
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requeridos en la industria de los polios, mientras que las hembras se necesitan
como ponedoras. Ademés la pressnte invencidn al proveer facllidades a los
genetistas para reallzar ssleccliones genéticas basadas en la Identificaclén
autorndtica de alta velocidad y la clasificacién genotipica de huavos, redunda en
mayores progresos genéticos, en el desarrolio de |ineas mejoradas de crianza de
aves.

Independientemente del tipo de deteccidn utilizada pera la clasificacion
genotipica, otro dissfio contsmpiado se ocupa de clasificar cade huevo sn ‘vivo' o
‘sin vida'. También se incluyeron mecanismos de lluminacién y/o temperatura para
este procadimiento, como ya incorporado an sistemas existentes an PAS Reform,
Breull, y en Embrex. Con respecto a ests aspacio de la presente invencién, la
patente US N°5.900.929 asignada a Embrex se Incorpora a titulo de referencia.
Acoplado a los dispositivos de clasificacidn antes enunciados, la presente
invenclin al inysctar Iss fSrmulas liquidas que aseguran un Indicecién
pradeterminada y la deteccidn, provee asimismo una plataforma versétll para todo
tipo de aplicaciones de deteccidn molacular.

Otm ejecucidn de ia presente Invencidn incorpora un dispositvo de muestras de
liquide para obtensr muestras de liquido de los husvos de ave. Ests disafio utiliza
una linea de vacio comunicada con la aguja de muesireo, la punta de la cual se
presume racubierta por la porcion de liquido del raspectivo huevo de ave, para su
posterior remocldn del mismo. Altsrnativamente el disefio pueds usar un gradients
electro-osmétivo, similar al utilizado en analizador gendtico PE Biosystems 310
para asplrar muestras de liquido dentro de un capilar de muestrso,

A fin de utilizar al méximo el /los mecanismo/s de detscclon, a veces puede
resultar necesario amplificar la sefial con varias tdcnicas. Una realizacidn para la
amplificacién de la sefial de deteccidn puede ser la incorporacion de una unidad

térmica Integrada de ciclaje, tal como la producida por PE Biosystems, Hybaid MJ
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Research y otros para la amplificacion de ADN. Este dispositivo, si bien es de
importancia, no es esencial para el uso de chips gensticos, y el antes mencionado
dispositivo de genotiplificacién basado en la micro y macro composicién.

Para obtener informacion més detallada de las muestras a ser analizadas también
se contempla la separaclén de moléculas de muestra por tamafio, peso molscular,
carga eléctrica u otras propledades quimicas y fisicas. Una realizacién de astos
mecanismos de separacion es una unidad de electroforesis. Por ejemplo una
unidad intsgrada de electroforesis capliar tal como o simllar a la 310 Genetic
Analyzar producido por PE Blosystems, podria utllizarse para separar los dcidos y
las proteinas nucleicas. Esta realizacién de la presente invencidn podria por

ejemplo ser Gtll para la genotipificacién de aito rendimiento de huevos ds una

linea de padigree de aves de un criador primario.

Finalmente los datos obtenidos mediante la realizacidn anterior en forma
individual o colectiva pueden procesarss por el eoftware en una unlad
p_rncnsndorn central u otro dispositivo para evaiuar el valor y sl status de husvos a
medida que dejan la linea de procesamiento. Los huevos examinados pusden
rotularse, ciasificarse y transferirse adecuadamentes a canastos de empollado o
bandejas. El rotulado pusde efectuarse mediants un mecanismo de chorro de
tinta similar al aplicado por las impresoras de Hewlett Packard y Epson. La
clasificacion y el traspaso de ios huevos pueden realizarse por bocas de succidn
automética y cintas transportadoras que llevan las bandejas por la Instalacién
hasta los carretes preparados. Los mecanismos para esta parte del equipo
pueden aplicar diseflos simllares a los sistemas manufacturados y
comerciallzados por Breull, Kuhl Corporation, Pas Reform y Embrex.

La plataforma del equipo aqul deacripta también se beneficiarie con determinadas
capackiades de andlisis genético y proteico existentss. Incorporando directamente

las capacidades de andlisis a la plataforma, estos procedimientos podrian
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realizarse & alta velocidad y a escala industrial. Se describen ajemplos de los que
surge esta capacidad de andlisis directaments aplicable a Ia Industria avicola.
EJEMPLOS

Los siguientes ejemplos se brindan a fin de damostrar aquelios de uso habitual en
el ambients incluyendo una completa expiicacidn y descripcién de la forma de
Implementar los métodos aqui relvindicados, citindose los mismos sdloc a modo
de ejempio de la invancidn, no constituyendo de modo aiguno una limitacién de la
envergadura, que los aulores asignan a su Invencion. Aunque se ha tratado de
snunciar las clfras con la mayor exactitud posible (p. e). cantidades, temperatura,
eic.), pueden haberse deslizado algunos srrores y desviaciones. Salvo indicacion
en contrario, las partes se Indican por su peso, ia tsmperatura en *Fyla
presion es la atmosférica o simliiar.

EJEMPLO

1. Cuarenta y tras huavos no fertilizadoe de gallina Barred Rock recién puestos
se desinfectaron lavando la cdscara con perSxido de hidrgeno al 3% y se
colocaron en estantes.

2. En la misma mafiana se obtuvo esperma de 4 galios Barred Rock y se lo
recolectd en viales Vacuteiner® menos de una hora antes de reallzar el
procedimianto de fertilizacion.

3. Se almacend el esperma de los 4 gallos y se o mezcldé con 1 ml de
Avidllusnt®.

4. E! esparma mezclado con el Avidiluent® se colocd en una jeringa de 1 ml a
través de una aguja de 1", grosor 22, a in de formar una muestra de esperma.

5. Con la sguja se efectud un orificio en el extramo més ancho de la céscara de
huevo y 8e introdujo la miema en un dngulo de 15° con la superficie de la
céscara.

6. Se traspasd la aguja a través de la cdmara ds alre hasta Introducir sélo Ia
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punta en la membrana que encierma el vitelo y 8l disco germinal.

7. Se Inyectd una gota, 0,05 ml de la mueatra de esperma sobre ia superficis del
vitelo de modo adyacents a la membrana.

8. Se retird la aguja con la jeringa del huavo.

9. El orificlo producido en la céscara por la aguja se obturd con un pequeio trozo
de céscara, assgurando el trozo a la céscara con un adhesivo simllar a
Eimer's glue®.

10. Se colocaron los husvos en Incubadoras de uso comercial mantenlendo la
temperatura a 89,5°F con un 80% de humedad a partir dei dia 1 hasta el dia
18 de incubacién. Los huevos se giraron de acuerdo a los métodos habituales
on el amblents y aplicados en Incubadoras de uso comercial.

11. El dia 19 los husvos se traspasaron a empoliadoras de uso comercial y se

mantuvieron a 98,5°F y 80% de humedad hasta la salida del cascardn.
Dies dias después de que el método de fertllizacién de ia presents invencion
fue aplicado en 43 huevos, se efectud el transliuminado habitual en los husvos
a fin de determinar, cudles habian sido fertilizados con éxito. Treinta y cinco
huevos ds los iniclales 43 estaban fertilizados. De los 35 huevos fertllizados,
pudieron empoliarse 32 y todos los polluelos saivo uno fueron sanos. En
consecuencia, 72% de los 43 huevos puestos tratados con el método de
fertllizacion de la pressnte invenclon produjeron un poliuelo vivo y saludable.

EJEMPLO 2

Datos de gallinas Hyline ponedoras de huevos de ¢olor de venta en el mercado:

1. Se recolectaron 270 husvos recién puestos a las 6.30 AM.

.2. Inmediatamente se recolectd semsn de machos Black glant agregando
diluyente en una proporcidn 50:50.

3. Los huevos y el seman se entregaron al laboratorio dentro de los 20 minutos

de racoleccién de semen.
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Los huevos sa dividieron en dna'grupos de 135 huevos cada uno, a fin de
realizar un control experimental y negativo.

Los huevos dsl control expsrimental se inysctaron como descripto previamente
con 10 ul de la dilucidn de seamen preparada.

Los huevos de! control negativo no se inyactaron.

7. Los huevos Inyectados se sellaron con slliconas y ss colocaron en la

incubadorae como anteriormente descripto.

Al cabo de 5 dias se controld y raglstrd |a fertilidad.

Se detsrmind que en el grupo experimental 33 huevos de los 135 Iniciales
(2456) estaban ferilizados. Ninguno de los huevos de control negativo

demostrd signos de desarrolio.

EJEMPLO 3: PARTENQOGENESIS

1.
2.

Se recolectaron 270 huevos racien puasins en la mafiana.

Se dividié loa huevos en dos grupos de 135 cada unc para sl control
experimental y el negativo.

Se practicd un orificio de 2-3 mm en la cdscara de huevo y las membranas a
modo de quedar visible el vitelo.

Se perford suavemente la membrana que envuelve el vitslo y el disco
germinal, teniendo cuidado de no rasgar el vitelo. (Alternativaments, el orificio
y la perforacién de la membrana de! vitelo pusde llevarse a cabo
simulténeaments medlants la simple insercion de una aguja de jeringa de
grosor 25 a través de la cdscara y dantro del vitelo).

Despuss del tratamiento los huavos fusron seliados con slliconas y colocados
an la incubadora.

A los 5 dias se examind el desarrolio en los huevos, registrando el Indice de

crecimlento antas de retomarios & la incubadora.

. Se continia con el desarrolio del poliusio hasta la salida del cascarén, sn caso
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de haberse registrado el indice de empollado y las condiciones de salud.
Resuitados:
1. Se descartaron los huevos con ruptura de vitelo, restando 131 huevos del
grupo exparimental y 135 del control negativo.
2. Se controld el desamolio &l cabo de 5 dias, resultando 7 de 131 (5%) huevos
Inyectados con indicios claros de desamolio embrional.
3. De los 7 huevos con desarrolic embrional, 5 empollados produjeron polluelos
normales y saludablea.
4. Ninguno de los husvos de control nagativo demostrd signos de desarrollo.
Fuera de esta solicitud, se hace raferencia a varias publicaciones. La revelacion
ds ssas publicaciones, asf{ como les referenclas aqul cltadas, han sido
incorporadas en su totalidad a esta soliciiud a titulo de referencie, a fin de precisar
en mayor detalle el nivel de la tecnologia a la que pertenece esta invencion.
Puede resultar obvio parat los especlalistas sn este arte qus pueden Introducirse
distintas modificaciones y variaciones » la presents invencion, sin apartarse de la
envergadura o del esplritu de ia invancibﬁ. Otras interpretaciones de la invencién
serdn obvies para los especiallstas en el tema, sin dejar de lado Ias
especificaciones y la puesta en prictica de la Invencion aqul expuesta. Ss desea
transmitir la intancién de que las especificaciones y ejemplos sélo se consideren
como tales, siendo abarcada |s real envargadura y esplritu de la invencién en las

relvindicaciones.
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@ Un método pam bmduclr un poliuelo a jpartir de un huevo puesto no

fertilizado de ave en su cdéscara, en el que el husvo comprendes un vitslo
___—_,_-—'

recubierto por una membrana y un dvulo, que comprende la activacion del dvulo y
la Incubacidn del huevo hasta la sallda del cascardn.

2 El método de fa relvindicacidn 1, en el qus sl husvo de ave es de gallina.

3. El método de la reivindicacidn 1, en al que el huevo de ave es de pavo.

4, El método de la reivindicacidn 1, en sl qus multiples huevos son activados
sustanciaiments de modo simultineo.

5. El método de la reivindicacidn 4, en el que al menos 20 huevos son
activados.

6. El método de la relvindicaclén 1, en el que la activacién se efectia
induciendo partenogénesis en el hueva de ave.

7.  El método de Ia reivindicacion 6, en el que la partsnogénesis es induclda a
través de la penetracion de la membmna_dal_vitslo.

8. El método de la reivindicacién 7, en el que la penetracidn se efectia
mediants una EQE_._

8. El método de la reivindicacién 1, en el que la panetracién se efectia
administrando al huevo una muestra de asparma que comprende esperma de ave
en un vehlculo fislologicaments aceptabls.

10. E! método de la reivindicacion 9, en el que el huevo y el esperma se
derivan de la misma especie.

11. El metodo de la relvindicacidn 8, en el que el vehiculo es liquido seminal.
12. El método de la reivindicacion 9, en el que el vehiculo es liquido ssminal
diluido.

13. El método de la reivindicacién 12, en el que el liquido seminal diluido
Incluye Avidilusnt.



14, El método de la reivindicacidn 10, en el que la muestra de esperma se

administra en forma adyacents a una membrana que enclema el vitelo.

15. El método de la relvindicacién 10, en el que la muestra de asparma se

administra en forma adyacente a una membrana adyacente a un disco germinal.

'46. El método de la relvindicacikn 10, en ol que la musstra de esperma se

administra debajo de la membrana.

17. El método de la reivindicacion 10, en el que l[a membrana recibe un
tamienth, a fin de psrmitir al esperma la fertilizacién del huevo.

. El método de Ila relvindicacién 10, en el que !a especie de ave
seleccionada del grupo que consiste en gallinas, codornices, patos, pavos,
falsanes, avestruces, gansos y fiandies.

18. El método de |a relvindicacidn 1B, sn sl que ia especle avicola es Ia gallina.
20. El método de la reivindicacidn 10, en el que la muestra de esparma
comprande una mezcla de esperma obtanido de més de un ave.

21. El método de la reivindicacion 10, en el que la Introduccion de la muestra
de esparma se efectia practicando un orifico en la cdscara penetrando la misma
8 Introducisndo la muestra de espsrma en el huewo.

22, Elmétndo de la relvindicacién 21, sn el que la penetracion y la introduccion
se efactian maediante una aguja.

23. El método de la relvindicacién 21, sn el que el orfficio es sellado.

24. El método de la relvindicacion 23, en el que sl orfficio es sellado con un
adhesivo.

25. El| método de la relvindicacidn 10, en e! que muitiples huevos san
fertilizados sustanclaiments de modo simulténeo.

28. El método de la reivindicacidn 25, en el que al menos 20 huevos son
fertllizados.

27. El métndo de la reivindicacién 25, en el que al menos 50 huevos son
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fertilizados.
28. El método de Ia relvindicacion 10, en el que el huevo 83 de gallina y la
Incubacion del huevo requiere 21 a 23 dias.
29. El método de la reivindicacién 10, en el que la incubacidn se efectia a una
temperatura de aproximadamente 99,5 EF desde ol dia 1 hasta el dfa 18 de la
Incubacidn y una temperatura de sproximadaments 98,5 EF desde el dia 19 de
incubacidn hasta la salida del cascardn.
30. El método de la relvindicacikn 10, en sl que la incubacién se realiza con
una humedad del B0% a partir del dia 1 hasta |a salida del cascarén.

El método de la reivindicacién 10, que comprende ademds la vacunacién
del embrién durants la incubaclién,

L —

Un método de fertilizacién un huevo pussto de ave dentro ds su céiscara,

en e| que el huevo comprends un vitelo racubierto por una membrana, que
comprende:
Ia obtencién de una muestra de esperma que Incluye esperma avicola en
un vehiculo fisioldgicamente aceptable; y
b) la administracion de |a muestra de aspsrma al interior del huevo, a fin de
fertlizar el mismo.
33. El método de la reivindicacidn 32, en el que al huevo y el esperma se
derivan de miembros de 2 misma especie.
34. El método de la reivindicacién 32, en el qus e! vehiculo es liquido seminal.
35. El método de la reivindicacidn 32, en el que el vehiculo es Iiquido seminal
diluido.
36. El método de la reivindicacion 35, en el que el liquido seminal comprande
Avidiluent.
37. El método de la relvindicacién 32, en el que ia musstm de esperma es

administrada en forma adyacsnte a una mambrana qus encierra el vitalo.
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38. El método de la reivindicacidn 37, an el que la muestra de esperma es
administrada en forma adyacente & un secior de la membrana que es adyscents
al disco germinal.

39. El método de la reivindicacidn 32, en el que la muestra de esperma es
administrada debajo de la membrana.

40. El método de la relvindicacidn 32, incluysndo ademds el tratamiento de la
membrana & fin de aumentar la fertilizacion. '

41. El método de la relvindicaclén 33, en el que la especie de ave es
ssieccionada del grupo qus consists en gallinas, codomices, patos, pavos,
faisanes, avestruces, gansos y flandies.

42, El método de la reivindicacién 41, en el que la especle avicola es 1a gallina.
43. El método de la relvindicacldn 32, en el que la muestra de esperma
comprende una mezcla de esperma obtenido de més de un ave.

44, El métndo de la reivindicacién 32, en sl que la introduccién de la muestra
de esparma se efectiia practicendo un ortfico en la cdscara penstrando la misma
@ introduciendo la muestra de esperma en al huevo.

45. El método de la relvindicacidn 44, en el que |a penetracién y Ia introduccién
se efactian mediants una aguja.

48. El método de la reivindicacidn 44, an el que el orificio es sellado.

47. El método de la reivindicacidn 46, en el que el orificlo es sellado con un
adhesivo.

48. El método de la reivindicacidn 32, en el que multiples huevos son
fertilizadoe sustancialments de modo simulténeo.

49. El método de I relvindicacién 48, en el que al menos 20 huevos son
fertilizados.

50. El método de Ia relvindicacién 48, en sl que al menos 50 husvos son

fertlllzados.
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- 51.  Un método de fertilizacién de un huevo de gallina en la cdscars, en el que

sl husvo comprende un vitelo recublerto por una membrana, que comprends:

a) la obtencidn de una muestra de esperma Incluysndo esperma dlo en
un vehiculo fisioldgicamente ampubﬂ
b) la admlnlm de la muestra de esperma al Interior del huevo, a fin de
fertilizar ol miamo.
v 52. Un método de fertilizacidn de un huevo de gallina en su céscara, en el que
el huevo comprende un vitslo recubierto por una mambrana, que comprende:
a) la abtencién de esperma dllulda de gallo; y
b) la administracidn del esparma diluido al interior del huevo, a fin de fertilizar
el mismo.
53. Un método de fertillzacion de un huevo de galiina en su cdscara, en sl que
el huevo comprende un vitelo recubierto por una membrana, que comprende:
8) la obtancidn de esperma dliuldo ds gallo; y
b) la administracién del esperma dlluido al interior del huevo, a través de Ia
penetracién de la cdscars y la introduccién del esperma diluido dentro del

_—
huevo.

54. Un método de fertilizacién de un huevo de gallina en la cédscare, en el que
el huevo comprende un vitelo recubiarto por una membrana, que comprende:
a) |a obtencién de esperma diluido de galio; y
b) la administracién del esperma diluido al interior del huevo en forma
adyacente a una regidn de la membrana que es adyacents a un disco
germinal, a travéa de la penetracion de Ia cdscara y la introduccién del
assperma dliuldo dentro del husvo.
55. Un método de fertilizacién de un huevo puasto de gallina en su cdscara, en
el qus el huavo comprende un vitelo encerrado por una membrana, a efectos de

smpollar un poliuelo, Incluyendo la administracién de una muestra de esperma de
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galio en un wehiculo fisioldgicamente aceptable al interior del huevo, a efectos ds
fertilizar el huevo e incubario hesta la salida del cascargn.

56. Un método de fertilizacion de un huevo puesto de gallina sn su cdscara, en
el que ol huevo comprende un vitelo encerrado por una membrana, a fin de
smpollar un poliuelo, incluysndo la administracién de esperma diluido de galio al
Intarior del huevo, a efectos de fertlizar sl huevoc e Incubario hasta is salida del
cascardn.

57. Un método de fartilizacion de un huevo puesto de gallina en su césacara, en
el que &l huevo comprende un vitelo encerrado par una membrana, a fin de
empaliar un poliuslo, incluyendo la adminisiracidn de esparma diluido de gallo al
interior del huevo, mediants la penetracion de la cdacara y la Introduccién de
esperma diluido dentro del huevo a efectos de fertilizar el husvo e incubario hasta
la salida del cascandn.

58. Un método de fertllizacion de un huevo puesto de gallina en su ciscara, sn
el que sl huevo comprends un vitelo encerrado por una membrana, a fin de
empollar un polivelo, incluyendo la administracién de esperma diluido de galio al
interior del husvo, en forma adyacente 2 un sector de Ia membrana que es
adyacents a un disco germinal, mediants la penetracidn de la céscara y la
introduccion del esperma diluido dentro del huevo, a efactos de fertilizar el huevo
8 incubario hasta |a salida del cascardn.

+» 59.  Un huevo de ave puesto que comprends un smbridn nativo con menos de
30.000 células, en al que e embridén puede converiirse en un poiluslo.

680. El huevo de la reivindicacidn 58, en el que el smbrién presenta menos de
20.000 células.

81. El huevo de la reivindicacion 59, en 8! qua el embrién presenta menos de
10.000 céiulas

62. El huevo de la relvindicacién 59, en el que el embritn as un cigots.
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63. El huevo de la reivindicacion 59, tratdndose de un huevo de gallina.

64. Un husvo puesto de gallina que comprende un embrién nativo con menos
de 30.000 células, en el que el embrién pusde convertirss en un poliusia.

85. Un huevo de gallina puesto que comprende un cigote nativo.

66. Un huevo de gailine pussic que comprende un embrién nativo con menos
de 30.000 células, sn sl que el embribn puede convertirse en un poliuelo y en al
que la cAscara de huevo presenta un orificio menor a 4 centimetros.

67. El husvo de la relvindicaclion 86, sn el que el embrién presenta menos de
20.000 células.

68. El huavo de la reivindicacidn 68, an el que el embridn presenta menos de
10.000 células

69. El huevo de Ia reivindicacion 66, en el qus el embritn es un cigots.

70. El huevo de la reivindicacidén 67, en el que el orificio estd sellado.

71. El huevo de la relvindicacién 67, en el que el orlficio es menor a 1
centimetro.

72. El huevo de la reivindicacidn 67, en el que el orificio as menor a §
milimetros.

73. Un huevo de ave puestio que comprende un ambrién con menos de 30.000
células, en el que el embridn puede convertirse en un polluelo vivo y en el que la
cdscara de huevo presenta un orificlo menor a 4 cent/metros,

74. Un huavo de ave puesto que comprende un embrién con manos de 20.000
céhiulas, en el que el embridn puade convertirse an un polivelo vivo y en el que la
cdscara de husvo presenta un orificio menor a 1 centimetro.

75. Un huevo de ave puesto que comprende un cigots, en el que el cigots

)

puede convertirse en un pollusio viv_g_ y en el que la cdscara de huevo presenta un

———

orificio menor a 4 centimetros.

76. Un huevo ds ave puesto qus comprends un cigots, en el que el cigota
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puede convertirse en un pollualo vivo y en el que la cdscara de huevo presenta un
orfficio menor a 1 centimetro.
77.  Un huevo producido por el método de Ia relvindicackén 9, en el qus el
huevo incluya un cigote.
78. Un huevo de ave puesto que comprande un vitsio nativo y un embridn que
presenta menas de 30.000 células, en el que sl embrién pusde convertirse en un
pollualo vivo.
79. Un huevo de ave puesto que comprende un vitelo nativo y un ambrién que
presenta menos de 20.000 céluias, en el que a! embridn pusde convartiree en un
pollualo vivo.
80. Un huevo de ave puesto que comprands un vitslo nativo y un embrién que
presenta menos de 10.000 células, en sl que el ambrién pusde convertirse en un
polluelo vivo.
Un método para producir un embrién de ave que contenga écide nuclelco

heterdlogo que Incluya la introduccién de @cido nucisico hetsrdlogo dentro de un

it e b
huevo de ave producido segun el método de la reivindicacién 1.
82. Un método para producir un embrién de ave que contsnga dcido nuclelco
hetsrélogo que Incluya la Introduccién de écido nucleico heterdlogo dentro de un
huevo de ave producido segun el método de la roivindicacibr{ 9.
83. El método de Ia relvindicacion 81, en el que el dcido nucieico heterSlogo
codifica una proteina farmacéutica, un antigeno, una hormona o un antlcuerpo.
84 EI método de la reivindicacion 82, en el que el dcido nucieico heterdlogo
codifica una protelna farmacéutica, un antigeno, una hormona o un enticuerpo.
85. El método de Ia relvindicacién 83, en el que el dcido nucleico hétarélogo
incluye el Avian Leukemia Virus derivado de particulas transducing.
86. El método de la relvindicacién 83, en el que el dcido nucleico heterdlogo
codifica una protaina.
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87. El método de la reivindicacidn 82, en el que el dcido nucleico haterdlogo se

encuentra integrado de modo estable sn el gesnoma de ave.
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Resumen de la Invencién
La presenta Invencion se refiere a un sector de reproducclon avicola. En
particular, la presente invencidn provee un método de activacién de un husvo en
su cacara. La invencidn asimismo proves un método de activacién de un huevo

en su cdscara, en el que un poliuelo vivo es empollado.
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Doctora
MARGARITA CASTELLANOS ABONDANO

REFERENCIA: Radicacién No. 01-11964
Tramite 002
Evento 001
Actuacién 430
Oficio No. 1075
Folios 001

Como resultado del examen de forma, realizado con fundamento en &l articulo 38 de la
Decision 486 de la Comisién de la Comunidad Andina, se le comunica que:

- Dabe allegar el poder otorgado al abogado que aparece en la solicltud como apoderado, con e lleno de
los requisitos exigidos en el Cédigo de Procedimiento Civil. Adicionalments, deberd presentar el
documento que acredita la existencia y repressntacién legal de la socledad solicitante.

- Debe Indicarse el lugar de constitucién de la socledad solicltante (Art. 27-¢, D 488/00).

- Debe allegar copia del documento en que consta la cesién del derecho a la patente otorgado por el
inventor al solicitante o a su causante (art. 26-k,Dec 486/2000).

En cumplimiento del articulo 39 de la Dacisién 488 de la Comisién de la Comunidad Andina, se
le requiere para que dentro del término de dos (2) meses sigulentes a la facha de notificacién
del presente oficlo, complete los requisitos anteriormente enunciados. En caso de no dar
cumplimiento al presente requerimiento, la solicitud se consideraré abandonada y perderé su
prelacidn.

Notifiquese el presente oficio conforme a lo dispuesto en el articulo 8 de la Resolucién
Reglamentaria No. 210 del

Jefe de la Djvisiobn de Nuevas Creaciones

El anterior requerimiento fue notificado por fijacién en lista de fecha ' 9 ABR. 2001

Se recuerda af Interesado qus debe preasntar, dantro de los disciséls messs sigulentes contados a partir de la fecha de
presentacidn de Ia saflcitud cuya prioridad se invoca, copla de la misma certtficada por la autoridad que la expidid y, en los casos
on que harya lugar, ls traduceidn simple del capltulo relvindicatorio. El Incumpliimiento de éste plarp, acemeand ia péndida do la
priorided nvocads.
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