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RESUMEN.

En Gallus domesticus, al igual que en todas las aves, la eclosién es una de las
etapas limitantes en el ciclo de vida y tiende a mostrar asimetrias importantes
entre los polluelos de la misma nidada. Un rasgo importante es que tiende a ser
asincronica, los ultimos pollos en picar el cascaron a menudo son incapaces de
eclosionar o bien necesitan un tiempo mayor para hacerlo. EI mdsculo complexus
(MC) que se encuentra en la regién cervical dorsal es considerado el musculo
principal que proporciona la fuerza para romper el cascaron. Investigamos si la
contractilidad del MC varia en funcién del orden de eclosion para aportar datos
sobre su participacién en este proceso, sobre lo cual existe poca evidencia
experimental. Se realizaron registros sobre el primer organismo eclosionado
(grupo Hp n=8) y el ultimo de la nidada en hacerlo (grupo H, n=11), los
organismos fueron anestesiados, decapitados y los MCs fueron disectados en
solucion fisiolégica oxigenada fria, para ser pesados y colocados posteriormente
en una camara con solucion oxigenada a 37°C; con un estimulador (Grass Co.), y
en electrodos de Tugsteno se indujeron contracciones isométricas en Lo para
estimulos de amplitud 1.5 veces el umbral (1.5t) con 3 ms de duracién y a una
frecuencia de 0.1 Hz. La fuerza producida por el MC fue registrada mediante un
transductor de puente completo (Modelo, Grass Co.).

La relacibn masa muscular peso corporal no mostré diferencia significativa
(Ho=1.263+0.147; H,=1.2106+0.665; p>0.05), pero el valor umbral (H,=4+0.327 V;
H,=6.43+£0.72 V; p=0.008) asi como la relacion entre el estimulo aplicado y la
fuerza generada mostraron diferencias significativas (H,=4.48+0.692 grs/V,
H,=1.81+0.483 gr/V; p=0.005). Otras variables como las derivadas de contraccion,
de relajacion, duracion, amplitud al 80% y amplitud de contraccién tetanica no
mostraron diferencias significativas (p>0.05).

Los resultados muestran una asimetria en la contractilidad del MC entre los
primeros organismos en eclosionar y los ultimos, el MC puede sugerirse como uno
de los factores restrictivos en permitir la eclosion y es importante en el futuro
investigar las diferencias celulares asociadas a dichas sensibilidades y fuerzas
diferentes entre ambos grupos.



Anexo.
Abreviaturas.

ALPES: Aves libres de patdgenos especificos.
gr: Gramos

Ho: Hueso occipital

HO: Grupo experimental 0-Horas
Hn: Grupo experimental 30-Horas
Hz: Hertz

KHz: kilohertz

Kg: kilogramos

Lo: Longitud en reposo

MC: Muasculo complexus

mg: miligramos

mM: milimolar

ms: milisegundos

p: Valor de probabilidad

s: Segundos



INTRODUCCION.

Periodos en el desarrollo de aves de corral.

Los embriones de vertebrados, particularmente los que se desarrollan fuera de la
madre, estan influidos por las condiciones ambientales externas. En las aves la
interaccion entre el medio ambiente y el embridén esta estrechamente regulada por
los padres a través de la deposicion de nutrientes en el huevo y por medio de la
manipulacion de las condiciones de incubacion (Reed y Clark, 2011).

Moran (2007) indica que el desarrollo del embrion en el Gallus sp. (Figura
1) puede dividirse en tres etapas: 1) Establecimiento del embrién, esta etapa
incluye la primera semana de incubacion y es caracterizada por la formacion de
los componentes del huevo (amnios, corion, alantoides y saco vitelino) que
favorecen la supervivencia del embrién; 2) Término de la incubacion, en esta fase
hay un marcado intercambio de O,-CO, que se correlaciona con un rapido
crecimiento del embrién, esta etapa ocurre entre los dias E8 a E15
aproximadamente. En el Gallus sp. el organismo se encuentra estructuralmente
completo alrededor de E14. 3) Emergencia (hatching), esta Ultima fase es
caracterizada por el consumo del amnios por parte del embrién y la acumulacion
de glucogeno en el tejido muscular y hepatico ademas de iniciar, entre los dias
E18-E20, la respiracién pulmonar asi como la internalizacién de la yema restante

en la cavidad abdominal (Moran, 2007 y Oliveira, 2008).
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Figura 1. Desarrollo embrionario de Gallus domesticus durante el periodo de
incubacion. En a) se esquematiza las tres fases del desarrollo del embriéon de pollo, de
acuerdo con Moran, (2007). El embrion en Gallus domesticus presenta rdpidos cambios
en el desarrollo, en bl) se observa el desarrollo de vasos sanguineos; b2) en E5 el
embriébn comienza desarrollarse para cubrir necesidades respiratorias; b3) para E11 el
embrion se ha desarrollado completamente, hay evidencia de presencia de plumas en la
cola; b4) en E19 el fluido amnidtico desaparece, el embrion ocupa la mayor parte del
espacio del huevo (Modificado de: Oliveira, 2008 y Lynzey, 2012).
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Cambios durante la ultima etapa de incubacion.

Durante la ultima etapa de incubacion el embrién presenta cambios esenciales
que permiten la emergencia del polluelo; el tejido hepatico, el intestino, el misculo
pectoralis y el musculo complexus son algunos de los tejidos y 6rganos afectados
(Christensen et al., 1999; Collin et al., 2007; Oliveira et al.,, 2008).

De acuerdo con Romanoff (1967), el higado presenta un gran crecimiento
durante la ultima fase de incubacion. El crecimiento del tejido hepético permite dar
abasto a la gran demanda energética durante el ultimo cuarto de la incubacion. No
obstante, el higado no es el Unico almacén de glucdgeno, el masculo pectoralis
desempefia también la funcion de almacén de energia en el ultimo cuarto del
periodo de incubacién y en dias posteriores a la eclosion (Uni et al., 2005; Foye,
2005; Moran, 2007; Velleman, 2007).

Los embriones de pollo poseen una capacidad limitada para absorber
nutrientes por via intestinal, esta capacidad aumenta proporcionalmente con el
tiempo de incubacion y es completa poco antes de la eclosién (E18-E19). Por lo
tanto, el crecimiento y maduracion del tejido intestinal son de gran importancia
durante la ultima etapa del desarrollo embrionario ya que si la capacidad de
absorcién de nutrientes es limitada durante esta etapa pone en riesgo la viabilidad
del organismo (Foye, 2005).

Por otro lado, Sato et al., (2006) reporté que en embriones de pavo las vias
metabdlicas relacionadas con los lipidos son las mas activas a partir del primer
cuarto de la incubacién (E2-E3) y hasta el momento en que el polluelo comienza la
ruptura del cascarén (pipping interno; E19-E20), estas vias metabdlicas permiten
el desarrollo adecuado del embrion preparandolo para la eclosién. Otra via
metabdlica critica durante este periodo es la via pentosa-fosfato, su importancia
radica en que los azlcares de pentosa son necesarios para la sintesis de ADN y
ARN puesto que hay cantidades minimas al momento de la puesta, por lo que
estos deben ser sintetizados por parte del embrién durante la incubacion,

principalmente durante periodos criticos de crecimiento (E17-E21) cuando muchos
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organos aumentan su tamafo (Lu et al., 2007). Sin embargo, el crecimiento y
maduracion durante la ultima fase de incubacion puede ser afectado por un
incremento en la concentracion de CO; en la camara de aire durante, lo cual
puede estimular que el embrion penetre la membrana alantoidea y emerja del
huevo (Christensen et al., 2001; Molenaar et al., 2010).

Factores externos que influyen la eclosion.

La duracion de la incubacion y el periodo de desarrollo embrionario se rigen
principalmente por la fisiologia y el tiempo de aparicion de los distintos
comportamientos embrionarios (Rumpf y Tzschentke, 2010). Sin embargo, las
condiciones que ocurren alrededor influyen en dichos procesos, por ejemplo, la
humedad juega un papel importante en el proceso de eclosién, se ha demostrado
que un aumento en la cantidad de agua en el huevo incrementa la mortalidad, en
contraparte una pérdida excesiva de agua provoca que el espacio sea insuficiente
para que el embribn pueda maniobrar eficazmente, romper el cascarén y
eclosionar (Sewall, 2013).

La eclosién constituye una de las etapas mas limitantes en el ciclo de vida
de las aves y tiende a mostrar asimetrias importantes entre los polluelos de la
misma nidada ya que no todos los individuos eclosionan con la misma rapidez y
eficiencia, generalmente los ultimos polluelos en picar el cascardén tienen
dificultades en terminar la eclosion (Muck y Nager, 2006 y Sewall, 2013).

La eclosién asincrénica es un rasgo generalizado en aves dependiente
también de factores medioambientales que pueden regularla, se ha propuesto que
la sincronizacion de la eclosion puede favorecerse a través de mecanismos tales
como la vocalizacion coordinada entre hermanos y la posicion del huevo dentro
del nido. La eclosion puede verse afectada ademas por parametros tales como los
niveles de corticosterona, el tamafio del huevo y el orden de la puesta (Eichholz
2010; Tong et al., 2014; Sewall, 2013; Vifiuela, 2000 y Rumpf y Tzschentke, 2010).



La eclosion asincronica estd asociada con la supervivencia y el éxito
reproductivo, en los galliformes, la presion de seleccion se ejerce a favor de los
organismos sincrénicos ya que los polluelos muestran conductas de evitacién a
depredadores al desplazarse como un grupo cohesivo, los galliformes son
organismos precoces Yy pueden desplazarse para buscar alimento pocas horas
después de la eclosion (Stenning, 2008; Dyke y Kaiser, 2010). En contraste, en
organismos altriciales que dependen de los cuidados paternos para alimentarse
como los passeriformes y las aves de presa, la eclosion que se favorece es la
asincronica con una separacion entre polluelos de entre uno y dos dias.
Separaciones menores vuelven muy intensa la competencia entre hermanos y
reducen las posibilidades de supervivencia de ambos, diferencias mayores dejan
sin posibilidad de competencia a los hermanos menores y por tanto el éxito
reproductivo es inferior a 1 (Knight, 1987; Hillstrém et al., 2000; Mainwaring et al.,
2010).

Es sobre fendmenos de este tipo en los cuales se ha reportado que la
madre constituye un factor externo que puede modular el proceso de eclosién y el
desarrollo de sus crias al depositar hormonas en la yema del huevo, pero uno de
los aspectos mas llamativos de dicha deposicion hormonal in ovo es que esta
puede ser regulada aparentemente de manera diferencial entre las crias (Lipar y
Ketterson 2000; Noguera et al., 2013).

En aves como el tordo Agelarius phoeniceus y el canario Serinus canaria, la
testosterona materna depositada en la yema se incrementa de manera inversa al
orden de puesta (Lipar et al. 1999; Lipar y Ketterson 2000). Dicha testosterona se
ha propuesto como un mecanismo compensatorio que permitiria una competencia
mas equitativa entre los polluelos, dada la asimetria en la eclosién ocasionada por
los padres que inician la incubacién antes de que el ultimo huevo se haya puesto
en el nido, asimetria que se ve incrementada ademas por que los padres
comienzan alimentando a los polluelos tan pronto como eclosionan (Richter 1984;
Greig-Smith 1985).



Entre los efectos que se han propuesto como mediadores de este
mecanismo compensador por parte de la testosterona es que esta sirve como un
anabdlico que incrementa la fuerza del musculo complexus (MC), musculo que se
supone se encarga de proporcionar la fuerza de contraccion al diente de huevo
para romper el cascarén y que también permite sostener la cabeza durante la
solicitud de alimento a los padres o begging (Lipar y Ketterson 2000).

Se ha propuesto que el efecto de la testosterona in ovo sobre el MC no es
duradera y se circunscribe sdlo a los periodos criticos de la eclosion y el begging,
ya que el MC se hipertrofia durante este periodo por accion de la testosterona
volviéndose un musculo de gran tamafio y de fibras glucoliticas blancas mientras
que en el adulto el MC es pequefio, de fibras rojas y con un metabolismo basado

en la fosforilacion oxidativa (Ashmore et al. 1973).

Proceso de eclosion.

El comportamiento de eclosion esta bien descrito en la literatura y comienza en
E16 o E17 en el embrion de pollo (Pittman et al., 1978); el embrion acomoda su
cuerpo con el cuello y la cabeza doblada debajo de la membrana del espacio
aéreo. Tal plegado del cuello se mantiene en E18 y después de la ruptura inicial
del cascaron tanto en el pipping interno (ruptura de la membrana alantoidea) como
en el pipping externo (picado del cascardn) y hasta la ruptura total del cascarén de
una vez completa la eclosion.

Del dia E19 al E20, la actividad del embrién es mas vigorosa y comienza un
aumento en los movimientos de la cabeza que permiten que el pico penetre la
membrana alantoidea. Los movimientos laterales de la cabeza continian con el
objetivo de picar el cascaron (Provine, 1972).

El pipping externo es seguido por otro periodo de reposo, posteriormente
en E20 o E21 se reanuda la actividad que conduce a la eclosion, la cual implica el
aumento de tamafo del agujero en el cascaron aunado a la intensificacion de los
movimientos de las patas contra este que llevan a su parte superior a ser aflojada

suficientemente para ser empujada fuera (Rumpfy Tzschentke, 2010).



El momento y el tiempo que tarda el embrion en romper el cascaron
completamente depende de los movimientos por parte del polluelo y de la
porosidad del cascar6n que puede variar por el orden de puesta; en pollos el
pipping externo puede comenzar 10 horas antes de la eclosion (Muck y Nager,
2006 y Sewall, 2013).

ANTECEDENTES.

El musculo complexus (MC) de las aves, se encuentra situado en la region cervical
antero-dorsal del cuello (Figura 2), su anatomia se ha descrito de manera general
en el Gallus domesticus, y en algunos integrantes de las familia Podicipedidae y
Rallidae (Pohlman, 1919; Fisher, 1958 y 1962). EI MC también conocido como
“‘musculo de la eclosion” (hatching muscle o pipping muscle), se cree que esta
involucrado en los movimientos dorsales y laterales de la cabeza utilizados en
estos procesos ya que su insercion en las vértebras cervicales y en el extremo
posterior del hueso occipital lo harian apto para esta funcion; pero ademas el MC
aumenta rapidamente de tamafio al momento de la eclosion y disminuye
considerablemente a partir de entonces (Fisher, 1958; Smail 1964; Bock y Hikida
1968; Ashmore et al., 1973).

El primero en describir que el MC se agranda considerablemente durante el
periodo de la ruptura del cascarén, previo a la eclosion, fue Keibel en 1912; quien
afirmaba que el MC aporta la energia necesaria para romper el cascaron, sin
embargo no realiz6 aportes experimentales que respaldaran dicha afirmacion
(Smail, 1964).



Figura 2. Vista dorsal del musculo complexus (MC) unido al hueso occipital (HO) en una
primera incision de la piel. HO hueso occipital; MC musculo complexus (Modificado de
Dorantes et al., 2015).

Existen estudios que sefialan al MC como el elemento contractil principal en
el proceso de eclosion; Pulikanti et al., (2010) observaron durante E15-E19 que el
MC presenta un incremento en sus reservorios de glucégeno, asi como en las
concentraciones de glucosa y proteinas, aunados a una disminucion del contenido
de grasa, esto sugiere una posible adaptacién del MC con relacién al esfuerzo de
ruptura del cascaron (E20-21).

EL MC es un musculo glucolitico en las primeras etapas de desarrollo,
después de la eclosion cambia su condicion metabdlica a un musculo oxidativo
rojo (Ashmore et al. 1973); en concordancia con este hecho Klicka y Kaspar
(1970) mostraron aumentos significativos en la actividad de la piruvato kinasa
durante el periodo de incubacion previo a la eclosion. Otros cambios en el
contenido de proteinas, lipidos y acidos nucleicos del MC podrian estar
relacionados con la preparacion del MC para ejercer su papel postulado en el

proceso de eclosién (Ramachandran et al. 1969).



Tateki y Ashmore (1976) demostraron que el crecimiento del MC antes de
la eclosion se correlaciona con un desarrollo igualmente temprano de las
interacciones con sus correspondientes nervios musculares. Estos autores
compararon al MC con el biceps femoral respecto al desarrollo de los tipos de fibra
muscular y su inervacion. A los 14 dias de la embriogénesis, los procesos de la
sinaptogénesis y de formacion de la mielina son menos avanzados en el biceps
femoral que en el MC. En esta etapa se pudieron observar fibras alfa inervadas en
el MC pero no aun en M. biceps femoral.

Se han reportado también otros cambios en el desarrollo del MC sin un
sentido aparente con el supuesto papel contractii que este tiene durante la
eclosion, por ejemplo, los niveles de mucopolisacaridos en el MC aumentan
progresivamente durante las ultimas 96 horas de incubacion, con el aumento mas
notable en los dias E20 y E21 (Klicka et al. 1969); estos autores sugirieron que los
mucopolisacaridos junto con la gran cantidad de agua absorbida durante el mismo
periodo por el MC, forman una masa muscular esponjosa que sirve para
amortiguar el craneo cuando se aplica fuerza al cascarén durante el pipping
externo, por lo que el MC en realidad no se hipertrofia.

De esta hipétesis alternativa existe otra versién dada por Pohlman (1919) y
Smail (1964) que sefiala que el MC no rompe el cascardn por una accién contractil
si no por funcionar como un elemento hidrostatico, i.e., cercano al tiempo de
eclosion se ha reportado una infiltracion de liquido linfatico hacia el MC y se ha
reportado también alrededor del mdasculo la presencia del tejido que
aparentemente produce dicha linfa. Por tanto la ruptura del cascaron es
consecuencia de la presion ejercida por el MC hacia el diente de huevo, mas que
el resultado de la contraccion del MC.

En esta propuesta se considera que los elementos contractiles sobre los
cuales recae realmente la funcion de ruptura del cascaron serian los musculos
biventer cervicis y espinalis (Smail, 1964). La ubicacién de estos musculos es

semejante a la del MC (Figura 3) y su ubicacion permite que estos pares



musculares al contraerse extiendan el cuello e indirectamente levanten la cabeza
(Pohiman, 1919).

Hueso occipital

Musculo complexus

- Tendén

—\l\ -1 Musculo biventer

~ = cervicis

Figura 3. Representacion esquemética laterodorsal del musculo complexus derecho,
musculo biventer cervicis y espinalis en un embrion de 19 dias. MS: Mdsculo espinalis;
VI: Vientre inferior; VS: Vientre superior (Modificado de Pérez-Linares et al., 2015).

Un reporte que parece apoyar la visiéon de que el crecimiento del MC antes
de la eclosion no es una hipertrofia asociada a un incremento de las propiedades
contractiles, sino un cambio de tamafio por simple infiltracion de linfa es el de
Fisher (1958), quien realiz6 el recuento de fibras en el MC en sucesivas etapas de
desarrollo, él encontr6 que el numero de fibras por unidad de area de seccién
transversal disminuye después de E15; e indica que dicha reduccion se debe al
aumento de la linfa y el liquido intersticial en el mUsculo que separa las fibras. Por
el contrario Pulikanti et al. (2012) reportaron un aumento del grosor de las fibras
musculares individuales entre E15 y E19; el aumento de tamafo de las fibras
puede ser el resultado de la acrecion de proteinas en el MC por la utilizacion

activa de los nutrientes del saco vitelino.
10



PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.

En aves, el embrion participa activamente en el proceso de eclosion (pipping
interno y externo), en la mayoria de ellas los polluelos deben salir del cascarén sin
ayuda de sus padres (Honza, 2015), por lo tanto los organismos poseen
adaptaciones que permiten una eclosion exitosa (Honza, 2001); los polluelos
poseen una estructura transitoria conocida como diente de huevo en la punta del
pico, la cual se forma antes de la eclosion y desaparece una semana después
durante la vida postnatal, el incremento en el tamafio del MC durante la eclosion
parece ser una de esas adaptaciones transitorias asociadas a favorecer la
eclosion (Figura 4).

El MC desempefia un papel importante en el proceso de eclosion de
acuerdo con varios autores como: Keibel (1912); Fisher (1958); Clark (1961);
Brandstetter et al., (1962); Fisher (1962); Fisher (1664); Gross (1985); John
(1987). Segun estos autores el MC proporcionaria la fuerza de flexion suficiente en
el cuello para romper el cascarén a través movimientos laterales y dorsales de la
cabeza, ademds de participar en otras conductas de la vida postnatal temprana
como es la solicitud de alimento a los padres (begging) la cual consiste en
mantener erguida la cabeza para inducir a los padres a alimentar a las crias
(Ashmore, 1973; Velando et al., 2013; Noguera et al., 2013).

No obstante otros autores como: Pohlman (1919 y Smail (1964) sugieren,
qgue si bien el MC cumple un papel importante en la eclosion, lo hace siendo un
elemento de proteccion mecénica a la cabeza o un tipo de implemento hidraulico
que al ensancharse presiona al diente de huevo para que este rompa el cascaron.

Una revision detallada de la literatura muestra de estas afirmaciones se
basan en informacion indirecta y suposiciones, que podrian confirmarse al estudiar
los cambios en las propiedades contractiles del MC en periodos de tiempo
asociados a la eclosion. En un estudio previo en nuestro laboratorio, Ramirez et al.
(2012) demostraron que la fuerza de la sacudida simple en el MC, es mayor
durante el dia E20-E21 cuando ocurre el pipping externo, que en los dias

anteriores (E18) y posteriores a la eclosion (P2); de igual forma se encontré que la
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fuerza maxima producida durante la tetanizacion del MC es significativamente
mayor al momento de la eclosién que antes y después de dicho proceso. Nuestros
estudios sugieren que el MC sufre una hipertrofia real que incrementa la fuerza
gue este produce, como una adaptacion que facilita el proceso de eclosion.
Tomando en consideracion que la eclosion es un proceso altamente
limitante en el ciclo de vida de las aves y que no todos los polluelos son
igualmente exitosos en lograrlo, se valoro si existen diferencias en las propiedades
contractiles del MC en organismos con diferente orden de eclosion, como un
reflejo de la participacion del MC en dicho proceso, con un papel
predominantemente contractil y no como un elemento de tipo hidraulico o protector

de la cabeza.

Figura 4. Elementos que participan en el proceso de eclosion. Se esquematiza el
diente de huevo y muasculo complexus, elementos importantes durante la eclosion en
pollos (Modificado de Lynzey, 2012).
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HIPOTESIS.

Si el MC patrticipa en la eclosién como un elemento de tipo contractil entonces sus

propiedades de contraccién deben variar en funcién del orden de eclosion.

OBJETIVO GENERAL.

Evaluar las propiedades contractiles del MC en organismos con diferente orden de

eclosién.

OBJETIVOS PARTICULARES.

Evaluar para organismos con diferente orden de eclosion:
1. Larelacién Peso muscular/Peso corporal
2. La amplitud del estimulo umbral
3. Las propiedades de la sacudida simple: Amplitud, Duracién, Pendiente de
Contraccion y Relajacion.

4. La amplitud de contraccion tetanica.

13



MATERIAL Y METODOS.

Se utilizaron organismos de la especie Gallus domesticus, obtenidos en la
empresa ALPES (Aves Libres de Patdégenos Especificos, Tehuacan-Puebla) los
cuales fueron proporcionados por el Bioterio “Claude Bernard” y la Vicerrectoria de
Investigacion y Estudios de Posgrado de la BUAP. Los organismos se
mantuvieron en una incubadora a una temperatura constante de 37°C con una
humedad relativa del 60% (BG-E33, Instrumentos de Laboratorio, México).

Se seleccion6 de cada nidada al primer organismo en realizar el pipping
externo (grupo Ho) y al ultimo en hacerlo (grupo Hn), por lo que los experimentos
se efectuaron entre los dias E20-21. Los organismos fueron anestesiados con
pentobarbital sédico (Anestesal Pfizer) a razén de 6 mgr por kilogramo de peso y
decapitados; la cabeza se colocé en una camara diseccion con solucion fisiologica
especifica para ave a 4°C, con burbujeo constante de gas carbégeno (5% de CO;
y 95% Oy; Infra).

La solucién fisiologica fue preparada con agua bidestilada antes de cada
diseccion, con la siguiente composicion (en mM): NaCl 124; KCI 5; CaCl, 2;
NaH,PO, 2.2; NaHCO3 26; glucosa 10, el pH de la solucién fue 7.3-7.4 tras la
saturacion con gas carbogeno (Peusner y Giaume, 1997).

Posteriormente, con ayuda de un microscopio estereoscopico (Nikon, SMZ-
660) se obtuvo la preparacion del MC aislado mediante la exclusion de la piel que
rodea el cuello, de ésta forma se expusieron los dos masculos complexus y estos
fueron separados haciendo un corte con tijeras de tenotomia en la linea media
entre los dos muasculos. Indistintamente el MC izquierdo o derecho fue removido y
pesado, a continuacién el MC fue colocado en una camara de registro de 3 cm®de
volumen con una perfusion continua de 0.8 ml/s de solucion fisiologica a una
temperatura controlada de 37°C (Warner Intruments, TC-324B).

El tendon caudal fue atado a un hilo de algoddn no elastico que permitié su
manipulacion y a través del cual el tendon del MC fue sujeto a un transductor de

fuerza de puente completo (FT03, Grass Instruments, USA); la porcion anterior de
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MC permanecio unido a una pequefia porcién del hueso occipital y fue sujeto con
un alfiler a la base de sylgard (Sylgard, Dow Corning) en la camara de registro. La
salida del transductor y de su amplificador fue digitalizada a 5 KHz (National
Intruments, USB-6251) para su posterior analisis fuera de linea (Clamfit 10.2, Axon
Instruments).

Para el analisis de las propiedades contractiles del musculo se realizaron
series de contracciones isométricas en la longitud de reposo (Lo) la cual se definié
como aquella longitud a la cual se obtenia la mayor amplitud de la sacudida
simple. Para la estimulacibn se emplearon electrodos de aguja de tungsteno
colocados a cada lado del MC, el estimulo se aplicé a una frecuencia de 0.1 Hz
para una amplitud igual a 1.5 veces el umbral (1.5t) con 3 ms de duracién (Modelo
del estimulador; Grass Instruments).

Para la determinacion de las variables analizadas (amplitud, duracion,
pendiente de contraccién y pendiente de relajacion de la sacudida simple) se
realiz6 una promediacion de al menos 20 sacudidas simples usando la
herramienta “Treshold Search” del programa Clamfit 10.2 (Axon Instruments),
dichas variables son reportadas al 80% de la amplitud total (Figura 5). Para la
contraccion tetanica se midio la amplitud al pico usando el programa Clamfit 10.2
(Axon Instruments; Figura 6).
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Figura 5. Criterios para el andlisis de la morfologia de la sacudida simple. El trazo
corresponde a la promediacién de 20 sacudidas simples sobre el cual se indican los
puntos a, b y ¢ que representan los sitios donde fueron colocados los cursores del
programa Clampfit 10.2 para calcular las variables: Amplitud, Duracion del potencial de
accion, derivadas de contraccion y relajacion, todas al 80% de la amplitud maxima.
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Figura 6. Criterios de andlisis de la contraccion tetanica. El trazo corresponde a la
contraccion tetanica sobre el cual se indican los puntos a y b que representan los sitios

donde fueron colocados los cursores del programa Clampfit 10.2 para calcular la amplitud
de la tetanizacion al pico.
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Las variables evaluadas fueron analizadas fuera de linea con los programas
LabVIEW y Clampfit 10.2, los datos obtenidos fueron expresados como la media
error estandar. Para determinar si los datos obtenidos son diferentes entre los
grupos Ho y Hn se realizaron pruebas de comparacién de medias para muestras
independientes (T-student; Bellido, et al., 2010). Los analisis se desarrollaron en el

paquete estadistico SPSS Stadistics 20 (Copyright IBM Corporation 1989, 2011).
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RESULTADOS.

Se emplearon un total de 19 MC obtenidos de igual nimero animales, el grupo Ho
tuvo un tamafo muestral de n=8 y el grupo Hn estuvo constituido por 11 animales
los cuales mostraron en promedio un retraso de 30.5+3.28 hrs en realizar el

pipping externo respecto del grupo Ho.

Registro tipico de la contractilidad isométrica del MC a diferentes

frecuencias de estimulacion.

La figura 7 muestra el registro tipico de la contractiidad del MC tras la
estimulacién eléctrica a frecuencias entre 30 y 60 Hz. Al inicio de cada trazo se
muestran las sacudidas simples producidas por frecuencias de 3, 4, 5, y 6 Hz,
seguidas de estimulaciones a frecuencias 10 veces mayores las cuales inducen la
fusion parcial de las sacudidas simples (A-C) y eventualmente, a 60 Hz, la fusion

total de estas en una contraccion tetanica (D).
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Figura 7. Registro tipico de la contractilidad del musculo complexus a diferentes
frecuencias de estimulacion (E21). Se muestra la generacién de sacudidas simples y
tetanizacion a partir de estimulos eléctricos de frecuencia diferente; las frecuencias de 30-
50 Hz generan una suma parcial de las sacudidas simples (A-C) que implican una
generacion de fuerza mayor en funcion de la frecuencia de estimulacién, hasta llegar a la
generacion de la fuerza maxima por la fusion completa y reclutamiento de todas las fibras
presentes en el MC (tétanos) a 60 Hz (D).
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Diferencias del peso corporal y peso muscular asociadas al orden de
eclosion.

El peso corporal y muscular no mostraron diferencias significativas asociadas al
orden de eclosién entre los grupos (p>0.05; figura 8). La media para los
organismos que eclosionan al inicio y al final de cada nidada fue de 41+0.8 gr y
38+1 gr para el peso corporal y 0.5+0.05 gr y 0.46+£0.03 gr para el peso muscular

respectivamente.
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Figura 8. Diferencias del peso corporal y peso muscular asociadas al orden de
eclosion. El peso corporal y muscular no mostré diferencias significativas entre el grupo
de organismos que eclosionan primero en la nidada (Ho) y los ultimos en hacerlo (Hn;
p>0.05).
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La relacion peso muscular-peso corporal tampoco mostro diferencias significativas
asociadas al orden de eclosion entre los grupos (p>0.05; figura 9). La relacién
media para los organismos que eclosionan al inicio y al final de cada nidada fue de
1.26£0.15y 1.2+0.67 % respectivamente.

2.2+

1.7

Relacion P. Mdscular/P. Corporal (%)

Ho Hn
Orden de eclosion

Figura 9. Diferencias de la relacién peso muscular-peso corporal asociadas al orden
de eclosidn. La relacién peso muscular peso corporal no mostré diferencias significativas
entre el grupo de organismos que eclosionan primero en la nidada y los ultimos en hacerlo
(p>0.05).
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Diferencias en el valor umbral de estimulaciéon del MC asociadas al orden de

eclosion.

El valor del umbral de estimulacion del MC mostré diferencias significativas entre
los grupos estudiados (p=0.008; figura 10); el valor umbral medio para el MC de
los organismos que eclosionan al inicio de cada nidada fue de 4+0.3 V, y para

organismos que eclosionan al final fue de 6.4+0.7 V.
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Figura 10. Diferencias en el valor umbral de estimulacién asociadas al orden de
eclosion. Se observo diferencia significativa para esta variable entre los grupos Ho y Hn
(*, p=0.008). El MC de los organismos que realizan primero el pipping externo, necesita un
voltaje menor para alcanzar el valor umbral de respuesta en comparacion a los ultimos
organismos de la nidada en realizar el pipping externo.
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Diferencias de las propiedades de la sacudida simple (amplitud, duracion y

pendientes de contraccién y relajacion) asociadas al orden de eclosion.

Amplitud de la sacudida simple. Se encontré que el orden de eclosién no influyd
en la amplitud de la sacudida simple (p>0.05; figura 11); la amplitud media de la
sacudida simple en el MC fue de 4.5+0.15 gr para organismos que eclosionan al

inicio de la nidada y 5.17+0.26 gr para organismos que eclosionan al final.

6.5
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q
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Figura 11. Diferencias de la amplitud de la sacudida simple en funcién del orden de
eclosidn. La duracién no difirio significativamente entre grupos (p>0.05).
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Duracién de la sacudida simple. La sacudida simple en su duracién no mostro
diferencias significativas asociadas al orden de eclosion (p>0.05; figura 12); el

promedio de la duracién para los grupos experimentales fue de 137+2.6 ms para
Hoy 133+1 ms para Hn.
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Figura 12. Diferencias en la duracién de la sacudida simple asociadas al orden de
eclosion. La duracion de la sacudida simple no mostré diferencias estadisticamente
significativas asociadas al orden de eclosién (p>0.05).

24



Pendiente de contraccion. Para esta variable no se observaron diferencias
significativas entre los grupos con diferente orden de eclosion (p>0.05, figura 13);
la pendiente de contraccion media para Ho fue de 0.9+0.14 gr y de 1.4+0.23 gr

para Hn.
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Figura 13. Diferencias en la pendiente de contraccion de la sacudida simple
asociadas al orden de eclosién. La pendiente de contraccién de la sacudida simple no
mostré diferencias estadisticamente significativas entre grupos con diferente orden de
eclosiéon (p>0.05).
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Pendiente de relajacion. Esta variable no mostro diferencias significativas
asociadas al orden de eclosion (p>0.05, figura 14); el promedio de la pendiente de
relajacion del MC fue de 0.9+0.15 gr para el grupo Ho y 1.44+0.25 gr para el grupo
Hn.
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Figura 14. Diferencias en la pendiente de relajacion de la sacudida simple asociadas
al orden de eclosion. La pendiente de relajaciéon de la sacudida simple no mostro
diferencias estadisticamente significativas entre grupos con diferente orden de eclosién
(p>0.05).
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Diferencias de la amplitud de la contraccion tetanica asociadas al orden de

eclosion.

La amplitud maxima producida por el MC durante la tetanizacibn no mostro
diferencias significativas entre los grupos (p>0.05; figura 15). La amplitud de la
contraccion tetanica media para cada grupo experimental fue de 422+47 gr para

Hoy 425+46 gr para Hn.
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Figura 15. Diferencias de la amplitud de contraccion tetanica relacionada al orden
de eclosion. La amplitud de contraccién tetanica no mostré diferencias estadisticamente
significativas entre grupos con diferente orden de eclosion (p>0.05).
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Relacion estimulo aplicado-fuerza generada. Al expresar la fuerza generada
por el MC como una variable entrada-salida, es decir, Amplitud de la Respuesta
entre Amplitud del Estimulo (gr/mv) se observé diferencia significativa entre los
organismos que eclosionan al inicio de la nidada y los organismos que lo hacen al
final (p=0.005; figura 16); la relacion media para cada grupo experimental fue de

4.5+0.7 gr/V y 1.8+0.5 gr/V respectivamente.
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Figura 16. Diferencias de la relacién estimulo aplicado fuerza generada para la
sacudida simple (E-F) del MC relacionada al orden de eclosion. La relacién E-F difiere
significativamente en funcién del orden de eclosion (*, p=0.005).
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DISCUSION

Diversos autores han propuesto al MC como el responsable de proveer la fuerza
necesaria al diente de huevo para romper el cascaron durante el proceso de
eclosion, ademas de mantener erguida la cabeza para inducir a los padres a
alimentar a las crias (Ashmore, 1973; Gross, 1985; John, 1987), no obstante otros
autores como: Pohlman (1919) y Smail (1954) sugieren, que si bien el MC cumple
un papel importante en la eclosion, lo hace siendo un elemento de proteccion
mecanica a la cabeza o un tipo de implemento hidraulico que al ensancharse
presiona al diente de huevo para que este rompa el cascaron. Por lo que en el
presente trabajo abordamos dicha controversia desde la perspectiva de que si el
MC patrticipa en la eclosion como un elemento de tipo contractil entonces sus

propiedades de contraccién deben variar en funcién del orden de eclosion.

No diferencias entre el peso corporal y el peso muscular en organismos con

diferente orden de eclosion.

En aves el proceso de eclosién es una etapa critica en la que el embrion participa
de manera activa, (Honza, 2011 y 2015), pero existen factores externos que son
importantes en este proceso, por ejemplo el tamafio del huevo que a su vez se
relaciona con el peso del embrién (Sewall, 2013), por lo que huevos grandes
corresponden a embriones grandes y huevos pequefios a organismos pequefos;
se ha reportado en organismos como patos que el primer huevo en eclosionar en
cada nidada es mas grande que los siguientes (Fargallo, 2005; Sewall, 2013). En
el presente trabajo esta posibilidad fue rechazada para el Gallus sp. debido a que
nuestros resultados indican que no existe diferencia significativa entre el peso

corporal o el peso del MC de organismos con diferente orden de eclosion (Figura 8
y9).
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Por otra parte, se ha sugerido la hipotesis de que huevos pequefios
requieren menor tiempo de incubacion y que las madres pueden ajustar la calidad
del huevo a través de la modificacion de su tamafio o composicion de los
materiales de reserva, en funcion de las condiciones medio ambientales. Por lo
gque podrian argumentarse mecanismos compensatorios asociados a las
diferencias en el tamafio y que la relacion entre el peso del embrién y el orden de
eclosion no guardan una relacion lineal simple, sino dependiente de muchos otros
factores, siendo esta una posible razén por la cual no se detectd en el presente
trabajo diferencias en el peso corporal de organismos con diferente orden de
eclosion (Hanssen 2002; Christians 2002; Massaro 2004; Parejo et al., 2012).

En general, los beneficios de la eclosion primaria de los huevos grandes se
debe al aumento de la supervivencia de las crias grandes, pero esta ventaja
desaparece poco después del nacimiento (Svagelj y Quintana, 2011). Se ha
demostrado que el tamafio del huevo es un rasgo plastico limitado por las
condiciones de los alimentos (Parejo et al., 2012). En aves como patos y algunas
especies de pinglinos hay evidencia de que el efecto del tamafio del huevo es
determinante sobre todo en el crecimiento y supervivencia de las crias y en menor
medida en la eclosién (Christians, 2002), es importante sefialar también que estos
modelos, a diferencia del empleado en este trabajo, corresponden a organismos
silvestres y no a organismos criados en cautiverio donde el alimento deja de ser

un factor restrictivo.

No diferencia en las variables cinéticas de contractibilidad muscular.

Variables como la duracién, la pendiente de contraccion y de relajacion no
mostraron diferencias significativas en funcién al orden de eclosion (Figuras 12 a
14) lo que indica que no hay cambios aparentes en la cinética muscular. Lo
anterior podria esperarse si la composicion de fibras del MC fuera diferente entre
los grupos con diferente orden de eclosion o bien si existieran diferencias a nivel
celular en los cursos temporales de la maduraciéon de las fibras musculares, pero

esto no fue observado. Es importante recordar que el MC es un musculo
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heterogéneo constituido por fibras blancas y rojas, y que las fibras blancas son
muchisimo mas activas durante el pipping y la eclosion, mientras que las fibras
rojas se incrementan en numero después de la eclosion, coincidiendo con la
acumulacion de acidos grasos en este tejido (Ashmore, 1973; John, 1987; Moran,
2007).

Diferencias en la fuerza producida por el MC en funcién del orden de

eclosion.

La amplitud de la sacudida simple del MC no mostr6 diferencias entre organismos
con diferente orden de eclosién (Figura 11), por lo que podria junto con los
resultados mostrados en los apartados precedentes, rechazarse la participacion
del MC en el proceso de eclosion, al menos como un sistema de tipo contractil.
Pero es importante recordar que el MC fue estimulado a un valor de referencia
normalizado para cada caso, como lo es el valor 1.5t (procedimiento estandar para
en el estudio de contracciones isométricas), con lo anterior se busca igualar
variables eléctricas no controladas como tamafio, conductividad, etc, y con ello
igualar las condiciones con la que cada preparacion es estimulada, pero el umbral
de estimulacion fue consistentemente diferente entre organismos con diferente
orden de eclosiéon (Figura 10) por lo que se consideré importante analizar con

mayor detalle estas diferencias.

Por ello se expresé la fuerza producida por el MC como Amplitud de la
Respuesta entre Amplitud del Estimulo (gr/mv) y se observdé una marcada
diferencia (p=0.005) entre los organismos que eclosionan al inicio de la nidada y
los organismos que lo hacen al final (figura 16), la fuerza en gramos producida por
unidad de Voltaje fue 2 y media veces mayor en el grupo Ho que en el grupo Hn

eclosionado al final de la nidada (Ho= 4.5 gr/V; Hn=1.8 gr/V).

Lipar y Ketterson (2000) indican que el MC confiere una ventaja competitiva
durante el proceso de eclosion y begging, nuestros resultados serian consistentes

con dicha propuesta ya que el MC de organismos que eclosionan con retraso
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necesita un estimulo mayor para producir la misma cantidad de fuerza respecto a

musculos de organismos que eclosionan al inicio de cada nidada (Figura 10).

Sobre las razones que podrian explicar estas diferencias en el umbral de
estimulacién, no puede decirse mucho en este momento ya que podrian deberse a
cualquier evento posterior a la generacion del potencial de placa motora por una
parte o bien a la disponibilidad de reservas energéticas necesarias para satisfacer
la demanda de glucosa del MC durante el proceso de eclosion (Christensen et al.,
2002; Moran, 2007).

Por ejemplo, Chen et al. (2012) indican que un suministro bajo en los
reservorios de energia en embriones tardios de pavo puede inhibir el movimiento
del musculo pectoralis. Por lo que seria importante investigar para nuestro modelo
la disponibilidad de glucogeno en embriones tardios, ya que esto podria explicar la
disminucién de la reactividad del MC y por lo tanto el decremento de la fuerza

producida.

Amplitud de la Tetanizacion.

La amplitud al pico de la contraccion tetanica no difirié significativamente en
funcién al orden de eclosion, lo cual sugiere que entre los grupos Ho y Hn (Figura
15) no existen diferencias en cuanto al numero de fibras musculares que
componen al MC; ya que al momento de reclutar a todas las fibras musculares
durante la tetanizacion, en ambos grupos se generé la misma cantidad de fuerza
(Burke et al., 1974; Ashmore, 1973; Pette, 1985; Moran 2007; Oliveira, 2008; De
Lucaetal.,, 2011).
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El MC como un elemento de tipo contractil durante la eclosion.

De acuerdo con Tong (2013) la conducta de eclosién en el embrion de pollo
empieza entre los dias E16-E17, el embrién comienza en este momento a orientar
su cabeza hacia el saco de aire. A partir de E19 el comportamiento de eclosion es
mas activo y movimientos vigorosos de la cabeza ocasionan que el pico penetre el
saco de aire. El pollo continua entonces empujando su cabeza hacia adelante
usando el diente de huevo y el MC para abrir un hueco en el cascarén (E20-21).
Finalmente, se producen una serie de golpes hacia atras con el pico y el diente de
huevo que agrandan la abertura inicial del cascarén, estos movimientos junto con
rotaciones repetidas sobre el eje del cuerpo hacen un corte circular en el cascaron
gue permite la salida del organismo.

Dentro de este esquema, la peculiar ruta ontogenética del MC, con su
incremento transitorio en tamafo y peso dias antes de la eclosion, toma mucho
sentido, pero para el papel exacto que este musculo juega en la eclosion, existen
varias propuestas. Por ejemplo, Pohlman (1919), Smail (1964) y Pulikanti (2010)
mencionan una infiltracion abundante de linfa hacia el MC la cual lo vuelve
turgente interfiriendo con la contractilidad del musculo. Consecuentemente, estos
autores creen que el MC no es el responsable de las contracciones vigorosas de
la cabeza que a la postre rompen el cascardn, y proponen como alternativas para
este trabajo a los musculos espinalis capitis y biventer cervicis.

Como hemos mencionado, la posicion de estos musculos es semejante a la
del MC y podrian por tanto realizar este trabajo, pero se puede argumentar en
contra que no se observan para estos muasculos fendbmenos de aparente
hipertrofia como en el caso del MC, y que los musculos biventer y espinalis capitis
son muy pequefios comparados contra la masa del MC (Figura 3).

Lo anterior, aunado a dos trabajos previos en el laboratorio (Ramirez et al.
2012 y Pérez-Linares et al. 2015), constituyen argumentos fuertes en contra de un
papel central de los musculos biventer y espinalis en la eclosion. Ramirez et al.

(2012), muestran que el MC es capaz de desarrollar mayores cantidades de fuerza
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durante la eclosion que en dias previos (E19) y posteriores a dicho proceso (P1).
Mientras que el trabajo de Pérez-Linares et al. (2015), al estudiar las propiedades
de los elementos elasticos del biventer cervicis, sugiere que este es un musculo
con caracteristicas de musculo postural y de tipo heterogéneo, no bien adaptado
para el desarrollo de “golpes de fuerza”, como si lo estaria el MC formado de fibras
blancas y con un tamafio y caracteristicas tipicas (fatigabilidad y alta produccion
de fuerza; figura 7) de masculos capaces de desarrollar grandes tensiones durante
periodos breves.

Los resultados del presente trabajo, sobre las diferencias en el umbral de
estimulacion del MC en funcion del orden de eclosion, refuerzan ain mas la idea
de que el MC patrticipa activamente en el proceso de eclosion como un elemento
de tipo contractil, pero resulta evidente que debe atacarse el estudio directo de la
participacion de los musculos biventer cervicis y espinalis capitis para definir su
contribucion al mismo proceso, aspecto no estudiado hasta el momento.

Sobre la propuesta de Pohiman (1919) y Smail (1954) quienes sugieren que
el MC es un elemento de proteccibn mecanica a la cabeza o un tipo de
implemento hidraulico que al ensancharse presiona al diente de huevo para que
este rompa el cascaron, podemos decir que el MC no es turgente o al menos que
dicha turgencia, de existir no impide que el MC desarrolle contracciones vigorosas
(Ramirez et al. 2012) y ademas presente cambios en su contractilidad asociadas
al orden de eclosion. Si el MC funcionara s6lo como un implemento hidraulico, no
se observarian cambios en su contractilidad asociadas al orden de eclosion.

La teoria del MC como elemento hidraulico turgente se apoya en los
cambios de tamafio tan marcados al momento de la eclosion, lo que ha dado a
pensar que dichas modificaciones no se deban a modificaciones rapidas y
transitorias del propio tejido y la maquinaria molecular, sino a la infiltracion rapida
de liquido linfatico. Esta idea se apoya también en la presencia de masas de tejido
blanquecino laterales a cada MC las cuales se han definido por Fisher (1958) y
Smail (1964) como tejido linfatico. Pero en un trabajo poco conocido de Liebelt y
Eastick (1954) se proporciona evidencia de una naturaleza diferente para estos
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cuerpos ya que sus caracteristicas corresponden mas bien con la de cuerpos de
grasa, los cuales participarian también como reservorios energéticos asociados al
esfuerzo de ruptura del cascarén por parte del MC (Voorhees, 1970).

Por otra parte, se sabe para el sistema muscular en general que la
hipertrofia es regulada por factores extrinsecos a la célula, como los factores de
crecimiento y la matriz extracelular (Velleman, 2007). Un ejemplo de esto es el
factor de crecimiento fibroblastico Il (FGF2), que es un potente estimulador de la
proliferacion de mioblastos y células satélite, y un intenso inhibidor de la
diferenciacion celular, por lo que un incremento del FGF2 durante las etapas
embrionarias resultaria en la formacion de més fibras musculares antes de la
eclosion. Si hay mayor nimero de fibras musculares presentes en el momento de
la eclosion, esto proporciona un mayor numero de fibras disponibles para
fusionarse con células satélite que resultaria en un incremento de la masa
muscular (hipertrofia) coincidiendo con la formacion del ultimo conjunto set de
fibras musculares en el tercer cuarto del desarrollo embrionario (E15-E17) justo
antes de la eclosion (Halevy et al., 2003; Velleman, 2007).

Los resultados aqui reportados proporcionan una visidn coherente sobre la
participacion del MC como principal responsable de la ruptura del cascaron y
puede sugerirse ademas como uno de los factores restrictivos en permitir la
eclosion. Sin embargo es importante realizar investigaciones futuras donde se
evallen las diferencias celulares asociadas a la sensibilidad a la estimulacion y a
las diferentes magnitudes de fuerzas generadas entre los grupos Ho y Hn, asi
como sobre las caracteristicas de su inervacién e histologia en funcion al proceso

de eclosion.
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CONCLUSIONES.

o El peso corporal del embrion de Gallus sp. no es un factor determinante en

el orden de eclosion.

« La masa del MC no confiere una ventaja en relacién al orden de eclosion.

« No hay cambios aparentes en la cinética del MC en funcion al orden de

eclosion.

e La amplitud de la sacudida simple y amplitud de contraccion tetanica no

difiere significativamente entre organismos con diferente orden de eclosion.

e« Los organismos que eclosionan con retraso requieren un umbral de
estimulacién mayor para activar al MC, respecto a polluelos que eclosionan

al inicio de cada nidada.

o La relacion de la fuerza generada y el umbral de estimulacion indica que el
MC de organismos que nacen con retraso requieren un estimulo mayor
para generar la misma cantidad de fuerza que los MC de organismos que
nacen al inicio de cada nidada.

e EI MC es un elemento fundamental en el proceso de eclosién con una
participacion de tipo contractil, y no con un caracter hidraulico o de tipo

protector de la cabeza.

o EL MC es uno de los factores restrictivos en permitir la eclosién.
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