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RESUMEN

La presente investigacion fue realizada con el fin de generar nuevos conocimientos que
permitan mejorar la nutricion de aves en crecimiento, a partir de la aplicacion de nuevos
productos biotecnoldgicos, especificamente probidticos y minerales traza quelatados. Se
establecieron tres experimentos con la finalidad de determinar el efecto que cada uno de
los dos productos biotecnologicos evaluados, asi como la combinaciéon de ambos, podrian
tener sobre los parametros bioldgicos de crecimiento (peso de las aves, aumento diario de

peso, consumo de alimento y eficiencia alimenticia).

También se determino el efecto de los tratamientos aplicados sobre aspectos de mejora de
la salud de los animales en crecimiento. En este sentido se midi6 el efecto de los trata-
mientos aplicados sobre las vellosidades intestinales, sobre la formacion Osea, y sobre la

microbiota intestinal.

El primero de los tres experimentos evalu6 el efecto de incluir diferentes niveles de la
levadura viva Saccharomyces cerevisiae, especificamente 0.15, 0.30 y 0.45% (base mate-
ria seca), a la dieta para crecimiento de codornices japonesas, para evaluar cambios en la
tasa de utilizacion de energia y nutrientes, asi como en la eficiencia productiva. Se utili-
zaron 155 codornices japonesas de 15 dias de edad, divididas en cuatro grupos. El primer
grupo (T1) no recibi6 levadura actué como control, mientras que los grupos Trat2, Trat3
y Trat4 recibieron suplementos de 0.15, 0.30 y 0.45% de levadura, respectivamente. Cada
tratamiento se replico en cuatro jaulas, con 7 a 8 codornices por jaula. Se midieron varia-
bles como el peso corporal de las aves, la ganancia diaria de peso, el consumo de la dieta
(g/ave/dia), la eficiencia alimenticia y la viabilidad. Los datos se analizaron mediante ana-
lisis de varianza, encontrandose que al incluir 0.45% de levadura mejor6 significativa-
mente el consumo de alimento, la supervivencia y la eficiencia en la utilizacion de pro-
teina, y variables histomorfoldgicas. Sin embargo, no modifico el peso, la conversion ali-

menticia ni el aumento diario de peso de las codornices.

10



El segundo experimento evalu6 el impacto de reemplazar cobre, zinc y selenio inorganicos
por orgénicos en dietas de codornices japonesas en crecimiento. Se utilizd un disefio de
bloques al azar con 150 codornices divididas en cuatro grupos, con diferentes niveles de
sustitucion de minerales (0%, 33%, 67% y 100%). Los resultados mostraron que el trata-
miento con 67% de sustitucion (T3) mejoro significativamente el peso vivo, la ganancia
diaria de peso (GDP) y la viabilidad de las codornices, aunque no hubo diferencias en el
consumo de alimento ni en la eficiencia alimenticia. T3 también mostrd una mayor utili-
zacion del cobre y el hierro. El peso de las tibias fue mayor con un 33% de sustitucion

(T2) y un 67% mejord la histomorfologia intestinal.

El tercer experimento evalu6 de manera conjunta la suplementacion con
Saccharomyces cerevisiae y minerales quelatados de cobre, zinc y selenio, en el que se
utilizaron un total de 179 codornices japonesas, estas aves fueron asignadas a 4 tratamien-
tos, con 5 repeticiones por tratamiento, cada repeticion fue conformada por entre 8-9 aves.
Los resultados mostraron efectos generalmente positivos en el rendimiento productivo de
las codornices en crecimiento. Saccharomyces cerevisiae destaco por favorecer el creci-
miento y el desarrollo 6seo, mientras que el cobre, zinc y selenio quelatados tuvo un im-
pacto significativo en la ganancia de peso. Ambos factores mantuvieron una excelente
viabilidad de las aves y, cuando se combinaron, promovieron un aumento en la abundancia
relativa de especies benéficas de la microbiota intestinal, como Lactobacillus spp. y

Bifidobacterium spp.

La informacion generada en la presente investigacion permite vislumbrar las posibilidades
que tiene la nutricion animal con la aplicacion de novedosos productos biotecnologicos
para contribuir al incremento de la produccion de alimentos que se requieren para satisfa-
cer la demanda de alimentos para la creciente poblacion en los siguientes 40 afos de este
siglo XXI. La mejora de los datos productivos contribuye también a mejorar la economia

de su produccion.

También se generaron conocimientos que detallan la importancia de la nutriciéon animal

para mejorar el estado de salud y el bienestar animal de las aves que son criadas para
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producir los alimentos que la sociedad humana requiere, los cuales deben ser de alta cali-
dad nutricional, con buenos indices de calidad organoléptica y libres de residuos de subs-
tancias (ej. antibidticos, toxinas, componentes proinflamatorios, etc.) que pudieran ser

perjudiciales para los consumidores.

El componente ambiental también fue considerado en la presente investigacion, al deter-
minar la eficiencia de utilizacion de los nutrientes de la dieta por efecto de la aplicacion
de los productos biotecnoldgicos evaluados, ya que es muy importante que la nutriciéon
animal contribuya a mejorar la utilizacion de los alimentos ofrecidos a los animales, y al
mismo tiempo es importante contribuir a reducir la excrecion de nutrientes por heces y

orina, a partir de mejorar la utilizacion de los mismos en el metabolismo animal.

12



I. INTRODUCCION

La implementacion de estrategias que mejoren la nutricion y el bienestar animal es fun-
damental para lograr un crecimiento saludable en los animales, asegurando que los sub-
productos obtenidos sean de la mas alta calidad y reduciendo el impacto ambiental de los
sistemas productivos pecuarios. Diversos estudios han identificado a los probidticos como
una alternativa biologica y econdmica para reemplazar los antibidticos utilizados como
promotores de crecimiento, contribuyendo a la seguridad alimentaria y disminuyendo el
riesgo de desarrollo de resistencia a los antimicrobianos (Gutiérrez-Ramirez et al., 2013;

Venkatesh et al., 2024).

En particular, los probidticos basados en levadura han despertado un creciente interés, ya
que su inclusion en la dieta podria mejorar la salud intestinal y la eficiencia en la conver-
sion de nutrientes en carne o huevo (Anee ef al., 2021). La industria avicola moderna
enfrenta desafios significativos, especialmente en sistemas de cria intensiva, donde el es-
trés puede alterar la microbiota intestinal, facilitando la colonizacion por enteropatégenos
(Kabir, 2009; Venkatesh et al., 2024). En este contexto, las estrategias nutricionales son
clave para optimizar tanto el rendimiento productivo como la salud de las aves, mientras
se promueven practicas mas sostenibles y respetuosas con el bienestar animal (Englmaie-

rova et al., 2021).

De igual manera, la suplementacion con minerales traza de cobre, zinc y selenio inorga-
nicos ha sido ampliamente investigada debido a su importancia en procesos fisiologicos
criticos, como el crecimiento, la reproduccion, la integridad 6sea y la funcion inmunolé-
gica (Goff, 2018). Tradicionalmente, estos minerales se han administrado en las formas
de 6xidos, sulfatos o cloruros, que presentan baja biodisponibilidad y tienden a formar
complejos insolubles en el tracto gastrointestinal, limitando su absorcién. Para superar
estas limitaciones, se han propuesto fuentes organicas de minerales, como quelatos, que
han sido descritos como més biodisponibles y estabilidad digestiva (Swiatkiewicz et al.,

2014; Goff, 2018).
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Dada estas consideraciones, se genera una razon de peso para disefiar un experimento que
evaltie los efectos de la inclusion de probiodticos basados en Saccharomyces cerevisiae y
minerales traza quelatados de cobre, zinc y selenio en la nutricion de las aves y sus poten-

ciales beneficios en el crecimiento y salud de las codornices.
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II. LITERATURA REVISADA

2.1. La codorniz japonesa (Coturnix japonica)

Los polluelos de codorniz japonesa pesan de 6 a 8 g al nacer, y su plumaje inicial es de
color marron claro en el dorso y las alas, con rayas marron oscuro en la parte trasera. Entre
las 3 y 4 semanas de edad comienzan a desarrollar las plumas juveniles, mientras que las
plumas definitivas suelen aparecer alrededor de las 6 semanas. La pigmentacioén de las
plumas varia segun la variedad y el género, permitiendo la determinacion del sexo a partir

de las 2 o 3 semanas de edad (Cheng et al., 2010).

La codorniz japonesa ha ganado un creciente interés en la industria avicola debido a su
resistencia a patdgenos y su destacada produccion de huevos y carne, contribuyendo a la
nutricion humana. Ademas, se ha convertido en un modelo animal valioso para la inves-

tigacion cientifica (Vahdatpour et al., 2011; Chen et al., 2016).

2.2. Histomorfologia del intestino delgado de la codorniz japonesa

La estructura histologica del intestino delgado estd compuesta por cuatro capas principa-
les: la serosa, la muscularis externa, la submucosa y la mucosa. La mucosa forma vellosi-
dades que se proyectan hacia la luz intestinal. La capa muscular externa incluye dos capas:
una capa muscular circular interna, mas gruesa, y una capa muscular longitudinal externa,

mucho mas delgada (Yamauchi, 2002).

La mucosa alberga numerosas criptas de Lieberkiihn, que contienen células de Paneth, y
placas de Peyer dispersas intermitentemente en la lamina propia. Las vellosidades estan
revestidas por un epitelio cilindrico simple con células caliciformes (CC) distribuidas a lo

largo del revestimiento epitelial (Nasrin et al., 2012).

El duodeno es el principal sitio de la digestion quimica. La altura de las vellosidades y la

profundidad de las criptas son maximas en esta region y disminuyen progresivamente
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hacia el yeyuno, alcanzando sus valores mas bajos en el ileon. En el yeyuno, donde co-
mienza una absorcion significativa de nutrientes, la capa muscular externa es mas delgada
en comparacion con el duodeno, y la capa muscular longitudinal externa es apenas distin-
guible en algunas areas. La densidad de las células caliciformes aumenta en comparacion

con el duodeno (Wilkinson et al., 2018).

El ileon, siendo el sitio final de la absorcion de nutrientes, comparte caracteristicas con el
yeyuno, aunque presenta un mayor grosor de las vellosidades y criptas mas definidas.
Similar al yeyuno, la capa muscular externa del ileon es mas delgada que en el duodeno,

con una musculatura circular y longitudinal bien definida (Wilkinson et al., 2018).

2.3. Microbiota intestinal (MI)

El tubo gastrointestinal (TGI) de las aves alberga una amplia variedad de microorganis-
mos como bacterias, hongos, protozoos y virus, los cuales mantienen una interaccion
constante con sus hospederos. La microbiota intestinal (MI) de las aves comienza a for-
marse y desarrollarse desde el primer dia de vida del polluelo, influenciado por los micro-
organismos presentes en el intestino de la madre y por factores externos como la dieta, el
ambiente y la manipulacion. Estos factores externos juegan un papel crucial en la confi-

guracion de la MI (Rinttild y Apajalahti, 2013).

Se estima que el numero de células bacterianas en el TGI de las aves supera en una pro-
porcion de aproximadamente 10:1 al de las células del propio ave. En el TGI de las aves
de corral se encuentran alrededor de 640 especies bacterianas, que pertenecen a 140 gé-
neros diferentes. Estas bacterias muestran variaciones en su abundancia y diversidad a lo

largo del tracto digestivo (Cuadro 1, Gil de los Santos et al., 2005).
Teniendo en cuenta lo anterior, se ha sefialado que la microbiota intestinal no debe anali-

zarse unicamente en términos de especies microbianas individuales, sino como comuni-

dades interactivas capaces de promover o inhibir el crecimiento de otras cepas. De esta
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manera, las comunidades bacterianas, formadas por organismos beneficiosos, trabajan en

colaboracion con el huésped para promover una mejor salud (Rinttild y Apajalahti, 2013).

El andlisis de la microbiota intestinal en aves se ha llevado a cabo principalmente mediante
métodos basados en cultivos, los cuales han sido ttiles para la identificacion y el analisis
de grupos especificos de bacterias (Sun et al., 2013; Stanley et al., 2013; Yadav y Jha,
2019). En los ultimos afios, la investigacion de la microbiota intestinal ha sido comple-
mentada con el uso de técnicas de biologia molecular, lo que ha permitido una compren-
sion mas profunda y detallada de su composicion y funciones (Kim ef al., 2022; Chen et

al., 2023).

Cuadro 1. Principales taxones que colonizan el TGI en aves de produccion.

Porcion del TGI Filos dominantes Géneros dominantes
Proventriculo y mo-
‘ Firmicutes Lactobacillus spp.
lleja
‘ Lactobacillus spp., Enteroccocus spp.
Intestino delgado Firmicutes

Clostridium spp.
(duodeno, yeyuno e
Escherichia spp., Helicobacter spp.,

ileon) Proteobacteria
Salmonella spp..
Lactobacillus spp., Enteroccocus spp.,
Firmicutes
Clostridium spp.
Intestino grueso
Bacteroidetes Bacteroides spp.

(colon y ciegos)
Actinobacteria Bifidobacterium spp.

Escherichia spp., Helicobacter spp.,
Proteobacteria
Salmonella spp.

Elaborado con datos de Rychlik, (2020) y Slizewska et al. (2020).

2.4. La levadura Saccharomyces cerevisiae

La palabra "levadura" agrupa a una variedad de organismos unicelulares, cuyas células

suelen ser ovaladas, aunque también pueden presentar otras formas. Estos organismos se
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reproducen por fisioén binaria o gemacion, y algunos tienen la capacidad de adoptar formas
dimoérficas o bifasicas, desarrollando estructuras miceliales bajo condiciones ambientales

especificas (Sudrez-Machin et al., 2016).

Saccharomyces cerevisiae, una levadura ampliamente reconocida por su contribucion al
desarrollo y bienestar humano es uno de los probidticos mas utilizados. Su eficacia se
debe a sus propiedades fisicoquimicas, que le permiten establecer una relacion simbidtica
con la microbiota intestinal del huésped. Por esta razon, su inclusion en la alimentacion
de aves de produccién como probiodtico se considera una estrategia efectiva para reducir

el riesgo de trastornos intestinales (Diaz et al., 2017).

Una de las definiciones mas aceptadas de "probidtico" es la propuesta por la FAO (2001),
que describe a estos como "microorganismos vivos que, administrados en cantidades ade-
cuadas, aportan beneficios a la salud del huésped". En este contexto, las cepas nativas de
Saccharomyces cerevisiae cumplen con los criterios establecidos por Fuller (1992) para
ser consideradas probioticos, que incluyen la capacidad de sobrevivir a diferentes niveles
de pH, resistir las sales biliares y mantener un crecimiento celular 6ptimo a 37°C, lo que

les permite ofrecer beneficios significativos al huésped (Hamilton, 1996).

2.5. Investigacion de Saccharomyces cerevisiae en la nutricion de aves de corral

Diversas investigaciones han explorado los beneficios de suplementar las dietas para aves
con esta levadura, resaltando su capacidad para mejorar pardmetros productivos, salud
intestinal y resistencia a enfermedades entre otras caracteristicas, que resultan esenciales

para el bienestar general y el desempefio 6ptimo de las aves.

En el trabajo de Ghosh et al. (2012), observaron efectos positivos al suplementar con pared
celular de Saccharomyces cerevisiae hidrolizada, en la histomorfologia intestinal de po-
llos de engorda y en la presencia de células caliciformes en el intestino. Wang et al. (2017)
investigaron el efecto de Saccharomyces cerevisiae sobre la estructura del intestino de

pollos de engorda expuestos a un lipopolisacarido, reportaron que un 0.5% de este
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probidtico aumento la altura de vellosidad y redujo la profundidad de la criptas en el ye-

yuno e ileon, lo cual es un indicativo de una eficaz respuesta ante este desafio.

Roy y Ray (2023) evaluaron el efecto de Saccharomyces cerevisiae como alternativa a los
antibidticos promotores de crecimiento en pollos Cobb 500. Reportaron que en el grupo
suplementado con S. cerevisiae (20 g/100 kg de alimento), aumento la altura de vellosidad
y se redujo la profundidad de la cripta en duodeno e ileon en comparacion con el grupo

con antibioticos promotores del crecimiento y grupo control.

Soren et al. (2024) reportaron un aumento en la altura de las vellosidades y una reduccion
en la profundidad de las criptas en las tres secciones del intestino delgado de pollos de
engorda suplementados con postbioticos de Saccharomyces cerevisiae (1.25 g/kg de ali-

mento) comparado con las aves del grupo testigo.

Vahdatpour et al. (2011) observaron que las codornices japonesas alimentadas con dietas
que incluian Saccharomyces cerevisiae mostraron un mejor rendimiento en su crecimiento
y en los niveles de hormonas relacionadas con el crecimiento. Tomaszewska et al. (2018)
descubrieron que la incorporacion de levadura inactivada a razén de 15 g/kg de dieta en
codornices japonesas resultaba en el mejoramiento caracteristicas de la histomorfologia

intestinal.

2.6. Saccharomyces cerevisiae como probiotico

Indiscutiblemente, la mayoria de las investigaciones muestran resultados positivos en la
histomorfologia cuando se incorpora Saccharomyces cerevisiae como probiodtico en la
dieta. Sin embargo, aunque son minoria, existen estudios que no concuerdan con estos
hallazgos. Ademas, la escasa informacion sobre el impacto de esta levadura en el rendi-
miento productivo y en la microbiota intestinal de las codornices sugiere una necesidad
significativa de investigacion. Esto subraya el creciente interés en explorar estos efectos

utilizando la codorniz japonesa como modelo de estudio.
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2.7. Minerales quelatados: concepto

Los minerales quelatados consisten en complejos estables donde un ion metélico se une
de forma covalente a una molécula organica, como un aminoécido, un acido graso o un
carbohidrato (Byrne y Murphy, 2022). El uso de minerales organicos o quelatados se ha
propuesto como una alternativa a las fuentes inorgénicas (Yaqoob et al., 2020). Segin una
revision reciente (Elnesr ef al., 2024), los minerales organicos presentan una mayor bio-
disponibilidad y capacidad de absorcion, atribuida a su menor antagonismo y a un meca-
nismo de absorcion mas eficiente. Esto puede traducirse en mejoras en el rendimiento
productivo, la tasa de utilizacion de nutrientes y energia, y la salud 6sea, la cual se ha
evaluado mediante pardmetros de morfologia 6sea, como el aumento en peso, longitud y
ancho del hueso, caracteristicas que favorecen una mayor rigidez y estabilidad del esque-
leto en las extremidades, aspectos fundamentales para el crecimiento y bienestar de las

aves (Harash et al., 2020).

2.8. Papel activo de cobre, zinc y selenio en la nutricion aviar

El cobre, el zinc y el selenio son tres minerales traza que se consideran esenciales debido
a que su deficiencia o exceso en el organismo puede provocar enfermedades graves e

incluso la muerte.

El cobre desempefia un papel crucial en varias actividades fisiologicas de las aves, in-
cluido el metabolismo del hierro y la hematopoyesis, facilitando la absorcion de hierro
por los enterocitos y siendo esencial para la ceruloplasmina, que transporta hierro a los
reticulocitos que producen hemoglobina. También participa en el transporte de electrones
durante la respiracion aerdbica, y en la formacion de coladgeno y elastina en huesos y teji-

dos conjuntivos, entre otras funciones (Goff, 2018).

El zinc es fundamental para las aves, actuando como cofactor en diversas reacciones en-
zimaticas y participando en la sintesis proteica, de carbohidratos y en el metabolismo

energético, asi como en diversas reacciones bioquimicas. En aves de postura, el Zn es
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crucial como componente de la anhidrasa carbonica, una enzima esencial para la forma-
cion de la cascara del huevo y la calcificacion dsea a partir de iones de carbonato (Salim

et al., 2008; Darvishi et al., 2020).

Asi mismo, el selenio es un elemento vital para las aves, y aunque sus requerimientos son
bajos, su deficiencia puede causar graves problemas de salud. Entre sus funciones mas
importantes se encuentran el mantenimiento de un estado antioxidante dptimo, asi como
roles criticos en reproduccion, produccion y funcion inmunologica (Shouzhen et al., 2015;

Dalgaard et al., 2018).

Las formas mas comunes de suplementar Cu, Zn y Se en las dietas avicolas son las inor-
ganicas, incluyendo sulfatos, 6xidos, carbonatos y cloruros en el pienso. El uso intensivo
de minerales en las formas mencionadas puede reducir su biodisponibilidad y puede cau-
sar contaminacion ambiental debido al aumento de la excrecion de minerales (Aksu et al.,

2010).

2.9. Caracteristicas de los minerales quelatados

Los minerales quelatados son moléculas resultantes de un enlace covalente entre iones
metalicos y un ligando como proteinas o carbohidratos (Venglovska et al., 2014). Los
minerales quelatados pueden ser: complejos metalicos, complejos de aminoacidos meta-
licos, quelatos de aminoacidos metélicos, proteinatos metalicos, complejos de polisacari-
dos metalicos, propionatos metalicos y complejos derivados de levadura como Saccha-
romyces cerevisiae (Darvishi et al., 2020; Mona et al., 2015). Utilizar minerales quelata-
dos en general da como resultado una mejor absorcion intestinal, asociada con las peque-
flas moléculas organicas y la reduccion de la combinacion de complejos insolubles con

oligoelementos i6nicos (Nollet et al., 2007; Peric et al., 2007).

2.10. Minerales quelatados de cobre, zinc y selenio en la nutricion de aves

Diversos estudios han explorado las ventajas de estas formas quelatadas en distintas espe-

cies avicolas, revelando resultados que apuntan hacia un potencial superior en
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comparacion con los minerales inorganicos tradicionales. Abdallah et al. (2009) observo
que los pollitos de engorda (broiler) alimentados con dietas que contenian un 100% de
minerales organicos (Zn, Cu, Mn y Fe) tenian un peso corporal significativamente mayor
y una mejor conversion alimenticia respecto a la observada en las aves alimentadas con

minerales inorganicos.

Darvishi et al. (2020) investigaron el efecto de fuentes inorganicas y organicas de Zn y
Mn en el rendimiento y caracteristicas de calidad del huevo en gallinas ponedoras, estos
autores destacan que las fuentes organicas de Zn y Mn mostraron una mayor biodisponi-
bilidad en comparacion con sus fuentes inorganicas. Cruz y Fernandez, (2011) investiga-
ron el efecto que Se y Zn de fuentes orgénicas tienen sobre la produccion y calidad del
huevo de codornices japonesas, quienes reportaron que no se hallaron diferencias en el
consumo, eficiencia alimenticia, tasas de mortalidad y distintas caracteristicas de calidad

del huevo con menor cantidad de minerales quelatados.

El estudio de Shouzhen et al. (2015) investigé los efectos del selenio organico utilizado
como antioxidante frente a la exposicion a Clostridium perfringens a 14 dias de edad, y
encontraron que la adicion de este microelemento mejord el rendimiento productivo y la
integridad del intestino, facilitando un mejor aprovechamiento de nutrientes y una res-
puesta inmunologica mas robusta en pollos de engorde. Ghada, (2019) report6 que la su-
plementacion de las dietas del grupo de codornices japonesas con quelatos de Mn y Zn
tuvo una gran influencia en el rendimiento, el crecimiento, el perfil sanguineo y las carac-

teristicas de la canal y mejord la respuesta inmune.

Por otra parte, Ray et al. (2014) evaluaron el desempefio de la codorniz japonesa con
minerales orgénicos (Cu, Zn y Mn) mediante la sustitucion de fuentes inorganicas, quienes
encontraron que la mayoria de los metabolitos séricos analizados, asi como los rasgos

distintivos de la canal, y el peso de los tejidos linfoides no difirio.
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III. JUSTIFICACION

Al presente, existe un progresivo interés en explorar los prometedores beneficios de la
levadura Saccharomyces cerevisiae y minerales quelatados de cobre, zinc y selenio. Este
interés esta intimamente ligado a la necesidad de desarrollar férmulas nutricionales efica-
ces que no solo mejoren los pardmetros productivos y el bienestar animal, sino que tam-
bién reduzcan la contaminacion ambiental y los costos asociados al desaprovechamiento
de nutrientes en aves de produccion. Esta tendencia ha fomentado la acumulacion de co-
nocimientos sobre el uso de estos ingredientes, principalmente en pollos de engorde y

otras aves de corral.

Sin embargo, es necesario generar mas informacion de los procesos fisiologicos modifi-
cados por estos ingredientes-nutrientes en codornices japonesas, una especie promisoria y
de gran potencial productivo de carne y huevo, la cual ha destacado como modelo de

investigacion dentro de la industria avicola.

La evaluacion de la adicidon Saccharomyces cerevisiae y los quelatos de minerales de co-
bre, zinc y selenio de forma individual y combinada en codornices japonesas en creci-
miento sobre la eficiencia productiva, la tasa de utilizaciéon de nutrientes y energia, la
histomorfologia intestinal y la abundancia relativa en la microbiota intestinal proporcio-
nara un mejor entendimiento de los efectos nutricionales que seran clave en la lucha cons-

tante por una mayor eficiencia y bienestar de los sistemas avicolas y pecuarios.
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IV. HIPOTESIS

Los probidticos a base de Saccharomyces cerevisiae, y los minerales quelatados de cobre,
zinc y selenio integrados a la dieta de codornices japonesas en crecimiento de manera
individual y conjunta permitiran mejorar el rendimiento productivo, la tasa de utilizacion
de nutrientes y energia, morfologia de la tibia, histomorfologia intestinal y la abundancia

relativa de la microbiota intestinal de las aves.

V. OBJETIVOS

5.1. Objetivo general

Investigar el impacto de anadir probiodticos de Saccharomyces cerevisiae y minerales que-
latados de Cobre, Zinc y Selenio a la dieta, sobre el rendimiento productivo, la tasa de
utilizacion de nutrientes y energia, la morfologia de la tibia, histomorfologia intestinal y

abundancia relativa de la microbiota intestinal de las aves.

5.2. Objetivos especificos

1. Evaluar las variables productivas (Peso vivo, ganancia de peso diario, consumo de
alimento, conversion de alimento, eficiencia alimenticia y viabilidad) de las aves en
crecimiento.

2. Determinar la tasa de utilizaciéon de MS, cenizas, proteina, energia y minerales
trazas

3. Comparar los parametros: altura de las vellosidades (AV), ancho de las vellosida-
des (ANV), profundidad de la cripta (CP) y la relacion VA/CP en duodeno, yeyuno e
ileon.

4. Analizar la morfologia de tibias

5. Contrastar la abundancia relativa de especies en la microbiota intestinal
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VI. EXPERIMENTO 1.
EVALUACION DEL EFECTO DE Saccharomyces cerevisiae
SOBRE CODORNICES EN CRECIMIENTO

6.1. Objetivo

Evaluar la inclusion de levadura de Saccharomyces cerevisiae a la dieta de codornices
japonesas en crecimiento, sobre los parametros productivos, la tasa de utilizacion de nu-

trientes y energia, y la histomorfologia intestinal.
6.2. Materiales y métodos
6.2.1. Ubicacion y manejo general de las codornices

El estudio se llevo a cabo en la Facultad de Agronomia de la Universidad Auténoma de
Nuevo Ledn, ubicada en el Campus de Ciencias Agropecuarias de la UANL en Gral. Es-
cobedo, México. La prueba de alimentacion tuvo una duracion de seis semanas, inclu-
yendo dos semanas de adaptacion. Todos los procedimientos efectuados recibieron la eva-
luacion y aprobacion del Comité de Bioética y Bienestar Animal, asi como del Comité de
Bioseguridad e Higiene de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la UANL
(Folio 33/2022; Dictamen aprobatorio 44/2022, fecha del 29 de abril de 2022).

6.2.2. Disefio experimental

Se emplearon 155 codornices japonesas de un dia de edad, las cuales a los 15 dias de edad
fueron asignadas aleatoriamente a cuatro grupos de tratamiento, correspondientes a los
cuatro dietas experimentales (Cuadro 2): T1, que recibi6 una dieta control sin levadura, y
T2, T3 y T4, que fueron alimentadas con 0.15, 0.30 y 0.45 % de levadura Saccharomyces
cerevisiae (base materia seca), respectivamente, utilizando como fuente la levadura

PlassYeast®, (1.4 x 10"9 UFC de Saccharomyces cerevisiae /mL; Plasset, México; Figura
1).
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Cuadro 2. Alimento balanceado para crecimiento de codornices con adicion de 0, 0.15,

0.30 y 0.45% (en base materia seca) de levadura S. cerevisiae.

Ingredientes Tl T2 T3 T4

Maiz 604.8 605.3 605.0 605.0
Harina de soya 350.0 348.0 346.8 345.3
PlassYeast®* 0.0 15.0 30.0 45.0
Aceite vegetal 11.0 11.0 11.0 11.0
Fosfato monocélcico 1.0 1.0 1.0 1.0
Carbonato de calcio 20.0 20.0 20.0 20.0
Sal 4.0 4.0 4.0 4.0
L-Lisina (78%) 1.9 1.9 1.9 1.9
DL-Metionina (99%) 3.0 3.0 3.0 3.0
L-Treonina (99%) 0.8 0.8 0.8 0.8
Cloruro de Colina 1.0 1.0 1.0 1.0
Premix Vit+Min** 2.5 2.5 2.5 2.5
Total (secado al aire) 1000 1000 1000 1000

Composicion quimica analizada (base seca)

Materia seca (%) 89.6 88.7 87.4 85.9
Cenizas (%) 6.8 6.7 7.0 7.0
Energia bruta (kcal/kg) 3012 3015 3016 3018
Proteina cruda (%) 29.7 25.6 24.7 27.8
Extracto etéreo (%) 3.0 3.1 2.8 2.5
FDA (%) 33 2.5 2.1 2.5
FDN (%) 14.3 13.4 13.1 13.0
Celulosa (%) 2.7 1.9 1.7 2.0
Hemicelulosa (%) 11.0 10.9 11.0 10.5
Lignina (%) 0.6 0.6 0.5 0.5

*Producto humedo con 10% de materia seca

** El Premix Vit+Min adicionado a razén de 2.5 kg/1000 kg de alimento, aporto las si-
guientes vitaminas por kg de dieta: A: 12,000,000 UI, Ds: 3,500,000 UI, E: 20,000 UI, Ks:
5g Bi:2 g B2 6.5g Be | g Bia: 20 mg, Biotina: 100 mg, Nicotinamida: 35 g, Acido
pantoténico: 10 g y Acido folico: 1 g. También aporto los siguientes minerales por kg de
dieta: Manganeso: 37.5 g, Zinc: 37.5 g, Hierro: 20 g, Cobre: 4 g, Yodo: 0.50 g y Selenio:
0.10 g.

Cada tratamiento tuvo 4 repeticiones (unidades experimentales), con 7-8 aves por jaula en

baterias de investigacion para aves (Figura 2). Las aves tuvieron disponibilidad de ali-

mento y agua a libre acceso. Se llevd un registro diario de la cantidad de alimento
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proporcionado y del rechazo por cada jaula, utilizando para ello una bascula electronica
con una capacidad maxima de 1000 g y una precision de 0.1 g (Metrology, BCH-1000,
China).

Figura 1. Producto comercial liquido PlassYeast®, levadura activa Saccharomyces

cerevisiae (1.4 x 109 UFC/mL, Plasset, México).

Figura 2. Baterias de crianza equipadas para investigacion en codornices.
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6.2.3. Analisis proximal de dietas y excretas

Las dietas y excretas fueron analizadas en el Laboratorio de Nutricion y Calidad de los
Alimentos, perteneciente a la Facultad de Agronomia de la UANL, siguiendo la metodo-

logia AOAC (2005):

Humedad: (AOAC 930.15): Este procedimiento mide la pérdida de peso de una muestra
al secarse hasta alcanzar un peso fijo en un horno de conveccion forzada (Yamato Scien-
tific, Japon) a 103°C. Los datos obtenidos reflejan el contenido de materia seca (MS) de

la muestra analizada.

Cenizas: (método 942.05; AOAC): el contenido de cenizas se calculd midiendo el material
restante después de quemar durante 4 horas la muestra a 550°C en una mufla (Lindberg,

Waltham, MA, USA).

Grasa: (método 920.39; AOAC): La cantidad de grasa se determind mediante una extrac-
cion con éter de petroleo. Dicho proceso se llevo a cabo con el Extractor de grasa ANKOM

XT10 (ANKOM Technology, Macedonia, NY).

Proteina cruda: se midié mediante el método Kjeldahl. Este proceso comenzd con la di-
gestion a 400°C de la muestra en acido sulftrico concentrado adicionado con un cataliza-
dor (3% de sulfato de cobre, y 97% sulfato de potasio). Posteriormente se destild el nitro-
geno previamente digerido, en un aparato de destilacion Kjeldahl, en el que el ion amonio
(NHa+) se transforma en amoniaco gaseoso (NH3) al reaccionar con una base fuerte
(NaOH 40%). En la titulacion subsiguiente, el dcido estandar neutraliza el amoniaco cap-
turado, para determinar cuantos moles de nitrogeno habia en la muestra original. Se cal-
cula enseguida el contenido de proteina cruda usando el factor N x 6.25 (McDonald et al.,

2002; Navarro y Roa, 2020).

La determinacion de los componentes fibrosos se realizo utilizando técnicas establecidas

en la literatura cientifica. Para medir las fracciones de fibra FDN (fibra detergente neutro)
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y FDA (fibra detergente acido), se empled el método propuesto por Van Soest et al.
(1991). Para ello se utiliz6 el analizador de fibra ANKOM 2000 (ANKOM, Macedon,
USA). Para determinar el contenido de lignina &cido detergente, se realizo el procedi-
miento descrito por Ramirez-Lozano (2007). Se calcularon los niveles de hemicelulosa
mediante la diferencia entre FDN y FDA, mientras que la celulosa se cuantificé restando

la lignina del valor de FDA (Dryden, 2008).

Energia: la energia en las muestras (alimento y excretas) se midié por combustién en una

bomba calorimétrica adiabatica, conforme a los métodos descritos por Liu et al. (2022).
6.2.4. Determinacion del rendimiento productivo

Consumo: diariamente se peso la cantidad de alimento ofrecido por cada comedero en
todos los tratamientos utilizando para ello una bascula electronica (Metrology, BCH-
1000®, China) con capacidad de 1000 g y precision de 0.1 g, y, semanalmente se peso el
alimento rechazado, y por diferencia de estas dos cantidades se determino el consumo

real.

Peso: semanalmente se pesaron todas las aves individualmente de manera agil y precisa

utilizando la misma béscula electronica (Metrology, BCH-1000®, China).

Ganancia de peso diario (GDP): a partir del peso semanal, se calculd el aumento de peso

diario dividiendo el anterior valor entre los dias de la semana.

Conversion alimenticia: se determin utilizando la siguiente férmula:

Consumo de alimento (g)

Conversion alimenticia = -
Ganancia de peso (g)

Viabilidad (% de supervivencia): se calculé mediante la formula:

R Numero de aves vivas al final del experimento
Viabilidad % = , — x 100
Numero de aves iniciales
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6.2.5. Determinacion de la tasa de utilizacion de nutrientes y energia

La tasa de utilizacion de nutrientes y energia se determind durante la ultima semana del
experimento. Para esto, se recogieron de manera cuantitativa las excretas de cada codorniz
a lo largo de 96 horas. Las muestras obtenidas se conservaron en refrigeracion hasta su
analisis, en el cual se midio su contenido de materia seca (MS), cenizas, proteina cruda y
energia, utilizando los procedimientos descritos por Khosravi ef al. (2016) y por Kaur et

al. (2008).

La tasa de utilizacion de la materia seca, proteina, energia y minerales traza se determin6
empleando la siguiente ecuacion: Tasa de utilizacion del nutriente (%) = [(cantidad de
nutriente ingerido — cantidad de nutriente excretado en las heces) / cantidad de nutriente

ingerido] % 100 (Gaona Rodriguez et al., 2023; Qi y Wang, 2024).

6.2.6. Analisis de histomorfologia intestinal

El dia 42 de edad, se sacrificaron entre 7 y 8 aves por tratamiento (32 aves en total).
Inmediatamente después del proceso de eutanasia, se recogieron muestras intestinales (de
9 a 14 cm) del duodeno, el yeyuno y el ileon y se conservaron en formol al 10% en solu-
cion salina tamponada con fosfato (PBS). Las muestras se embebieron en parafina, se
seccionaron, se tifieron con hematoxilina-eosina (H&E) y se montaron en portaobjetos

para su observacion (Vasquez et al., 2022).

La observacion se realizd con un microscopio optico (Carl Zeiss© Primo Star, Alemania)
equipado con una camara digital. Se tomaron microfotografias y medidas utilizando el
software Zen 3.2 (edicion azul) (Carl Zeiss©, Alemania) para medir los parametros histo-
logicos: altura de las vellosidades (VH), anchura de las vellosidades (VW), profundidad
de las criptas (Figura 3) y la relacion entre la altura de las vellosidades y la profundidad

de las criptas.
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La altura de la vellosidad (um) se midié desde la base de la vellosidad, donde se une con
la parte superior de la cripta, hasta la punta apical. La anchura de la vellosidad (um) se
midié en la seccion media, entre los puntos mas distantes de sus bordes laterales. La pro-
fundidad de la cripta (um) se midié desde su base hasta donde conecta con la base de la
vellosidad (Figura. 3). El criterio de seleccion de las vellosidades medidas (n= 613 en
total) fue la integridad de la vellosidad. La relacion VH:CD se calcul6 dividiendo la altura
de la vellosidad por la profundidad de la cripta (VH:CD; Khan et al., 2022).

Figura 3. Criterios de medicion de caracteristicas de histomorfologia intestinal. Microfo-

tografia de la mucosa duodenal tefiida con H&E, objetivo 10X.
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6.2.7. Analisis estadistico

El andlisis estadistico de los resultados se efectud utilizando un disefio completamente
aleatorizado, aplicando un analisis de varianza univariante para cada una de las variables.
Si se detectaron diferencias significativas entre los tratamientos, se realiz6 la correspon-
diente comparacion de medias por Tukey, estableciendo un intervalo de confianza de 95%
en cada prueba realizada. Se utilizo el software estadistico SPSS® (version 24) y se con-

sideraron significativas las diferencias cuando (P < 0.05).

6.2.8. Consideraciones éticas

Las técnicas y procedimientos en su totalidad aqui propuestos priorizan en todo momento
el bienestar de las aves. El protocolo y los procedimientos realizados para el manejo y
sacrificio de las 32 aves macho de este primer experimento por medio de dislocacion cer-
vical, que fueron realizados atendiendo la Norma Oficial Mexicana NOM-062-ZOO-
1999. Los protocolos fueron aprobados por el Comité de Bioética y Bienestar Animal, asi
como de Bioseguridad e Higiene, del Posgrado Conjunto en Ciencia Animal (Agronomia-
Veterinaria) de la UANL. El Dictamen aprobatorio fue el 44/2022 (Folio 33/2022), del 29
de abril 2022.

6.3. Resultados

6.3.1. Rendimiento productivo

En el Cuadro 3 se presentan los resultados obtenidos del rendimiento productivo. El peso
promedio de las aves asignadas a los tratamientos con 0%, 0.15%, 0.30% y 0.45% de
levadura, no mostraron diferencias significativas, con valores de 110.8 g, 110.6 g, 112.9

gy 111.6 g, respectivamente (P= 0.854).

La ganancia diaria de peso tampoco present6 diferencias significativas entre los tratamien-

tos, registrando valores de 4.27 g/d, 3.96 g/d, 4.25 g/d y 4.23 g/d para los tratamientos 1,
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2, 3 y 4, respectivamente (P= 0.718). Sin embargo, el consumo de alimento si mostrd
diferencias significativas entre los tratamientos. Los valores obtenidos fueron de 15.32 g
para el tratamiento 1, 16.15 g para los tratamientos 2 y 3,y 16.42 g para el tratamiento 4
(P=0.050). El tratamiento 4, con 0.45% de levadura, presentd el mayor consumo de ali-

mento.

La conversion alimenticia no mostro diferencias significativas entre los tratamientos, con
valores de 4.06 g/g, 4.92 g/g, 4.76 g/gy 5.18 g/g para los tratamientos 1, 2, 3 y 4, respec-
tivamente (EEM: 0.771, Valor P: 0.377).

En cuanto a la viabilidad, si se observaron diferencias significativas. Los valores fueron
de 95.00% para el tratamiento 1, 98.75% para el tratamiento 2, 97.50% para el tratamiento
3y 99.37% para el tratamiento 4 (EEM: 1.633, Valor P: 0.047). El tratamiento 4 presentod

la mayor viabilidad.

Cuadro 3. Desempefio de crecimiento y tasa de viabilidad (n = 5 repeticiones por trata-
miento) de codornices alimentadas con 0, 0.15, 0.30 y 0.45% de levadura S. cerevisiae en

base seca.

Tratamiento
1 2 3 4 EEM Valor P

0% 0.15% 0.30% 0.45%

Levadura
Saccharomyces cerevisiae™
Rendimiento productivo de aves

Peso promedio (g) 110.8 110.6 1129 111.6 2982 0.854
ADP (g/d) 4.27 3.96 4.25 423 0311 0.718
Consumo de alimento (g) 15.32% 16.15% 16.15® 16.42% 0.405 0.050
Conversion alimenticia (g/g) 4.06 4.92 4.76 5.18 0.771  0.377
Viabilidad (%) 95.00° 98.75® 97.50® 99.37* 1.633  0.047

*(base seca)
Letras diferentes en la misma fila, indican diferencias significativas (P < 0.05)

6.3.2. Tasa de utilizacion de nutrientes y energia

En el Cuadro 4 se presentan los resultados de la tasa de utilizacion de energia y nutrientes
determinados en el presente experimento. Se evidenciaron diferencias unicamente en la

utilizacion de proteina (P = 0.011), donde los tratamientos 1 y 4 registraron los mas altos
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valores, con 58.2 % y 53.6 %, respectivamente, mientras que T2 present6 el valor mas
bajo (35.5 %).

Las tasas de utilizacién de materia seca y energia no registraron diferencias entre trata-
mientos (P =0.223 y P = 0.358, respectivamente). Los valores de MS oscilaron entre 74.1
% en T2y 79.8 % en T1, mientras que los de energia variaron entre 75.6 kcal en T2 y 80.4
kcal en T4.

Cuadro 4. Tasa de utilizacion de MS, proteina y energia en codornices japonesas en fase

de crecimiento.

Tratamiento
Nutriente 1 2 3 4
Levadura activa S. cerevisiae*® 0% 0.15% 0.30% 045% EEM ValorP
MS, % 79.8 74.1 78.0 78.6 2.68 0.223
Proteina, % 58.2% 355° 456 53.6° 4.66 0.011
Energia, kcal 80.2 75.6 78.5 804 2.02  0.358

*Base seca
EEM = Error estandar de la media

abe Diferentes superindices en la misma fila, denotan diferencias (P < 0.05)

6.3.3. Histomorfologia intestinal

Los resultados analizados en duodeno, yeyuno e ileon destacan un gradiente morfologico
a lo largo del tracto intestinal, donde las caracteristicas de histomorfologia disminuyen
progresivamente desde el duodeno hacia el ileon (Figura 4). Es decir, la altura de las ve-
llosidades present6 diferencias (P < 0.05), siendo mayor la altura en el duodeno (414 pm),
seguido del yeyuno (282 pum) y, finalmente, con la menor altura en el ileon (235 um). De
manera similar, el ancho de las vellosidades también mostrd esta tendencia. El ancho pro-
medio fue mayor (P < 0.05) en el duodeno (85 um), seguido por el yeyuno (77 um) y el
ileon (62 um). Por ultimo, el mismo patrén se observo en la profundidad de las criptas,
con valores significativamente mayores (P < 0.05) en el duodeno (61 um), seguidos del

yeyuno (46 um) y, por ultimo, el ileon (39 um).
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Figura 4. Valores promedio de altura de vellosidad, ancho de vellosidad y profundidad de
la cripta por seccion de intestino delgado. Microfotografias con tincion H&E, objetivo

10X.
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Los resultados mostraron diferencias significativas en las variables de morfologia intesti-
nal en funcion de los niveles de suplementacion con levadura activa
Saccharomyces cerevisiae (Cuadro 5; P <0.05). En el duodeno, la altura de las vellosida-
des incrementd progresivamente desde 191.7 pm en T1 hasta 474.4 um en T4 (P = 0.000),
mientras que el ancho de las vellosidades también fue mayor en T3 y T4 (88.6 um y 96.04
um, respectivamente) comparado con T1 y T2 (P = 0.000). La profundidad de las criptas
mostro mayores valores en T3 y T4 (69.4 um y 64.9 um, respectivamente) con respecto a
T1y T2 (P = 0.000). La relacion altura/profundidad de cripta alcanzé su maximo en T2
(8.62), siendo significativamente mayor que en T1y T3 (P = 0.000).

Cuadro 5. Efecto de la suplementacion con levadura activa (S. cerevisiae) sobre la morfo-

logia intestinal de codornices en diferentes cortes del intestino delgado.

Corte intestinal/Variable Tl T2 T3 T4
Levadura activa S. cerevisiae* 0% 0.15% 0.30% 0.45% EEM P Valor

Duodeno (n=124)

Altura vellosidad (um) 191.69° 308.42° 389.29% 474.44* 47.08 <0.001
Ancho de vellosidad (pm) 49.07° 58.58°  88.57*  96.04* 10.41 <0.001
Profundidad cripta (um) 52.49%  40.85° 69.43*  64.99° 824 <0.001
Relacion A/Prof Cripta 4.20° 8.62% 5.62  8.07°° 130 <0.001
Yeyuno (n=115)
Altura vellosidad (um) 144.47° 247.92° 253.44° 353.47*° 33.62 <0.001
Ancho de vellosidad (pum) 62.73° 63.36°  70.5°  93.67* 8.18 <0.001
Profundidad cripta (um) 2529 31.33°  46.56° 61.63* 438 <0.001
Relacion A/Prof Cripta 6.37° 8.67° 5.97° 5.89°  0.93 <0.001
<0.001
fleon (n=137) <0.001
Altura vellosidad (um) 112.50° 148.54° 260.62* 300.56* 2828 <0.001
Ancho de vellosidad (um) 41.17°  46.50° 60.08° 74.43* 6.14 <0.001
Profundidad cripta (um) 21.38° 24.05> 39.31* 49.93* 4.19 <0.001
Relacion A/Prof Cripta 6.25 6.95 6.81 6.45 140 0.823

abed. T etras diferentes indican diferencias entre tratamientos

La altura de las vellosidades en el yeyuno, fue mayor en T4 (353.5 pm) que en los otros
tratamientos (P < 0.001), mientras que el ancho de las vellosidades alcanzé su mayor valor
en T4 (93.7 um; P < 0.001). La profundidad de las criptas fue significativamente mayor
en T4 (61.63 um), seguida de T3, con diferencias respecto a T1 y T2 (P < 0.001). Sin
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embargo, la relacion altura/profundidad de cripta fue superior en T2 (8.67) en compara-

cion con los demads tratamientos (P < 0.001).

En el ileon, se registré un incremento en la altura de vellosidades desde T1 (112.5 pm)
hasta T4 (300.6 um) (P < 0.001), asi como un incremento progresivo en el ancho de las
vellosidades, alcanzando su maximo en T4 (74.4 um) (P < 0.001). La profundidad de las
criptas fue mayor en T3 y T4 (39.3 um y 49.9 um, respectivamente) con respecto a T1 y
T2 (P <0.001). No obstante, la relacion altura/profundidad de cripta no mostrd diferencias

entre tratamientos (P = 0.823).

6.4. Discusion

La adicidon de diferentes concentraciones de levadura Saccharomyces cerevisiae (LSC) a
la dieta de codornices provocd un aumento en la ingesta de alimento y una mejora signi-
ficativa en la supervivencia de las aves. El grupo de aves alimentadas con la mayor dosis

de levadura (0.45% en base seca) mostro los resultados mas destacados.

Este fendmeno puede ser atribuible a las propiedades funcionales de la levadura, que in-
cluyen caracteristicas probioticas y postbioticas con efectos antimicrobianos, antioxidan-
tes e inmunomoduladores (Cuevas-Gonzalez et al., 2020). Tales beneficios pueden forta-
lecer la capacidad de las aves para enfrentar desafios ambientales y reducir la probabilidad

de enfermedades.

Los resultados son coherentes con investigaciones previas, como el estudio de Fathi ef al.
(2012), que demostrd efectos similares en pollitos de engorda. En el presente trabajo de
investigacion, el grupo con mayor concentracion de S. cerevisiae alcanz6 una tasa de via-
bilidad sobresaliente del 99.37%, lo que respalda el potencial positivo de la suplementa-

¢ion con esta levadura.

Los datos productivos de peso, aumento diario de peso y eficiencia alimenticia presenta-

ron una tendencia similar entre los diferentes tratamientos experimentales.
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Un estudio previo de He et al. (2021) con pollos de engorda demostré que la suplemen-
tacion con levadura viva Saccharomyces cerevisiae generd beneficios notables durante la
fase de crecimiento (dias 22-42), incluyendo un incremento del 18% en la ganancia diaria
de peso y una mejora del 11% en la conversion alimenticia, sin modificar el consumo

diario de alimento.

La ausencia de mejoras observada en este estudio en las caracteristicas productivas, como
el peso promedio, la ganancia diaria de peso y la conversion alimenticia, podria estar re-
lacionada con el nivel de levadura incluido en la dieta. La dosificacion de la levadura
desempefia un papel importante, ya que una suplementacion excesiva puede
sobre-estimular la respuesta inmunitaria y redirigir la energia hacia el recambio tisular.
Esto podria favorecer una mayor viabilidad y salud intestinal, pero sin traducirse necesa-
riamente en mejoras significativas en el rendimiento del crecimiento de especies de interés

productivo (Gao et al., 2008; Shen et al., 2009; Kim et al., 2022).

En la presente investigacion, la eficiencia de utilizacion proteica mostrd variaciones sig-
nificativas entre tratamientos. Los grupos T1 y T4 exhibieron las tasas mas altas, con
58.2% y 53.6% respectivamente, mientras que T3 ocupd una posicion intermedia con
45.6% y T2 present6 el valor mas bajo de 35.5%. Esta variabilidad podria explicarse por
el estado fisiologico de las codornices, que habian completado su fase de crecimiento ac-
tivo en el momento de la evaluacion, correspondiente a la sexta semana de vida. La tasa
de utilizaciéon de energia registré porcentajes de 80.2, 75.6, 78.5 y 80.4% para los trata-
mientos 1, 2, 3 y 4 respectivamente, sin observar diferencias (P > 0.05) entre los trata-
mientos. Esto difiere de los resultados obtenidos por Zhang et al. (2022), quienes notaron
un mejor aprovechamiento de energia (86.8%) y proteina (74.6%) al alimentar gansos con

dietas suplementadas con 2.0% de cultivo de S. cerevisiae.

En este estudio, se registrd un incremento en la altura de vellosidades del intestino, direc-
tamente proporcional al incremento del nivel de levadura adicionada a la dieta. De manera
similar, E1-Wahab et al. (2020) reportaron que la altura de las vellosidades en el duodeno

de codornices japonesas de 35 dias de edad se increment6 al ser suplementadas con 3.5%
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de un preparado de Saccharomyces cerevisiae (<100 CFU/g) y un 7% de nucledtidos. En
su estudio, las aves suplementadas alcanzaron una altura de 1188 um en comparacion con
683 um en las aves no suplementadas. Sin embargo, no se conoce con claridad la razén

detras de las mediciones de vellosidades tan elevadas reportadas en ese trabajo.

Se ha reportado asi mismo que la altura y ancho vellosidad junto con la relaciéon A/Prof
Cripta del yeyuno se vieron favorecidas en codornices de postura suplementadas con 100
mg/kg de Saccharomyces cerevisiae en la dieta, donde se encontrd una altura, ancho de
vellosidad y relacion A/Prof Cripta de 547 pum, 143 pm y 6.60 pm/um respectivamente
frente a 436 um, 119 um y 8.14 um en aves sin suplementar (Mirakzehi et al., 2022).

Kim et al. (2022) reportaron en pollos de engorda que la altura de vellosidades en duodeno
y yeyuno fue significativamente mayor en las aves suplementadas con 1g/kg de un cultivo
liquido de levadura viva de Saccharomyces cerevisiae con concentracion de 2.8 x 108
CFU/g. En el duodeno, estas aves alcanzaron una altura promedio de 937 um, mientras
que en el yeyuno fue de 738 um. En contraste, las aves no suplementadas presentaron

alturas de 810 um en el duodeno y 563 um en el yeyuno, respectivamente.

Al igual que en este estudio, los autores también reportaron que otras variables de la mor-
fologia intestinal, como ancho de vellosidades y la relacion entre la altura de vellosidades
y profundidad de cripta se incrementaron en las aves alimentadas con el cultivo de leva-
dura. Estas aves mostraron un ancho de vellosidad de 189 um y una relacion A/Prof de
9.15 um/pum, en comparacion con las aves no suplementadas, que presentaron valores de

143 pm y 4.99 um, respectivamente.
A diferencia de los resultados registrados en el presente estudio, dichos autores no encon-

traron diferencias en las caracteristicas mencionadas en las secciones intestinales de ye-

yuno e ileon.
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6.5. Conclusiones del Experimento 1

La inclusion de levadura demostro efectos benéficos en el consumo de la dieta y la viabi-
lidad, especialmente con mayores niveles de inclusion (0.45%). Aunque no se observaron
diferencias en el peso promedio, el aumento diario de peso ni la conversion alimenticia,
la mejora en la tasa de utilizacion de la proteina y en la morfologia intestinal (particular-
mente en el yeyuno e ileon con el tratamiento 4) indica un potencial beneficio en la capa-

cidad de absorcion y salud intestinal de las aves.

Estos resultados sugieren que la levadura puede ser una adicion valiosa en los piensos
producidos a nivel comercial, para optimizar la salud intestinal y la viabilidad de las aves,
y que podria traducirse en menores pérdidas econémicas y un mejor aprovechamiento de

los nutrientes, sin comprometer la eficiencia productiva.
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VII. EXPERIMENTO 2.

EFECTO DE LA SUSTITUCION DE MINERALES
INORGANICOS DE COBRE, ZINC Y SELENIO, POR SUS FOR-
MAS QUELATADAS, EN LA DIETA DE CODORNICES
EN CRECIMIENTO

7.1. Objetivo

Evaluar el efecto de los minerales quelatados de cobre, zinc y selenio en el alimento de
codornices japonesas en crecimiento sobre variables productivas, la tasa de utilizacién de

nutrientes, energia y minerales traza, morfologia de la tibia, e histomorfologia intestinal.
7.2. Materiales y métodos
7.2.1. Ubicacion y diseiio experimental

El segundo estudio se realiz6 en la Facultad de Agronomia, ubicada en Gral. Escobedo,
dentro de las instalaciones del Campus UANL de Ciencias Agropecuarias, México. Se
evaluo el efecto sustituir 0, 33, 67 y 100% de Cu, Zn y Se inorganico por fuentes de mi-
nerales quelatados (Figura 5): Cu (Optimin Copper 15%™; quelato de cobre aminoécido
hidratado), Zn (Optimin Zinc 15%™; quelato de zinc aminoécido hidratado) y Se (Opti-
min Se 3000 ROW25™; [ (+) selenometionina derivada de pared de levadura Saccha-
romyces cerevisiae inactivada; Figura 5). Los tres productos fueron de la firma Selko (Nu-

treco, Paises Bajos).

El experimento tuvo una fase de evaluacion de 4 semanas, que inicié cuando las aves
tuvieron una edad inicial de 9 dias. Del nacimiento a los 9 dias de edad se realizaron
aspectos de crianza y adaptacion ambiental a las aves. Fueron utilizadas un total de 150
codornices japonesas, las cuales fueron divididas en 4 tratamientos en baterias de experi-

mentacion (Figura 2), con 4 repeticiones por tratamiento. Cada repeticion estuvo
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conformada por entre 8 - 10 aves, bajo un disefio de bloques al azar. El experiment6 se

dividid en dos etapas con su correspondiente dieta.

Figura 5. Presentacion de las formas inorganicas y organicas de los minerales de cobre,

zinc y selenio utilizadas en experimentacion.

42



La primera etapa fue Iniciacion, cuya dieta (Cuadro 6), fue ofrecida a las aves de los 10 a
los 24 dias de edad. La segunda etapa fue la de Desarrollo (Cuadro 6), que fue ofrecida de

los 25- 39 dias de edad.

Cuadro 6. Dietas ofrecidas en etapa de inicio (10 — 24 d de edad) y desarrollo (25 a 39 d
de edad), con sustitucion del 0, 33, 67 y 100% de cobre, zinc y selenio inorganicos por su

fuente organica.

Inicio Desarrollo
T1 T2 T3 T4 T1 T2 T3 T4

Sustitucion, % 0 33 67 100 0 33 67 100
Ingredientes, g

Maiz 522 522 522 522 610 610 610 610
Harina de soya 414 414 414 414 340 340 340 340
Aceite vegetal 35 35 35 35 20 19 19 19
Premix Exp! 288 28,6 286 284 29.1 29.2  29.1 29.0
Sulfato de cobre*  0.04  0.02 0.01 0.00 0.04  0.02 0.01 0.00
Sulfato de zinc** 020  0.13 0.07  0.00 020 0.13 0.07 0.00
iie;:f:{:" de so- 002 001 001 0.0 002 001 001 0.0
Optimin Cobre® 0.00  0.02 0.04  0.06 0.00  0.02 0.04  0.06
Optimin Zinc® 0.00 0.16 0.32 0.48 0.00 0.16 0.32 0.48
Optimin SeY® 0.00  0.02 0.04  0.07 0.00  0.02 0.04  0.07

Composicion quimica analizada (base seca)

Materia seca, % 88.8 89.1 89.0 88.9 88.6 88.6 88.0 87.6
Proteina cruda, % 244 244 242 241 227 237 221 21.5
Energia, kcal/kg 4472 4432 4435 4411 4672 4467 4168 4511
Grasa, % 270 233 244 232 1.98 1.96 1.81 1.82
Cenizas, % 6.46  6.53 7.04 5.99 5.77 5.74 5.86 5.99
FDN, % 11.9 14.2 11.5 12.0 11.9 11.1 12.0 12.0
FDA, % 226 294 220 282 2.36 1.93 2.00 230
Lignina, % 1.09 1.07 0.95 1.32 0.99 1.08 1.09 0.97
Hemicelulosa, % 9.62 11.32 9.28 9.17 9.61 922 10.01 9.74
Celulosa, % 1.1 1.8 1.2 1.5 1.37 0.86 0.91 1.33

"Premezcla Especial de Aminoéacidos, Macrominerales, Vitaminas y Minerales traza, que
suministra por kg de dieta: 2.70 g de metionina, 0.9 g de cloruro de colina, 1 g de fosfato
mono-célcico, 19.6 g de carbonato de calcio, 4 g de cloruro de sodio, 0.14 g de sulfato
ferroso, 0.20 g de 6xido de manganeso, 0.01 g de EDDI y 0.25 g de ntcleo vitaminico
para aves. *Sulfato de cobre (25% Cu), **Sulfato de zinc (36% Zn), ***Selenito de sodio

(1% Se).
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7.2.2. Determinacion del rendimiento productivo

Durante toda la fase experimental (4 semanas), se efectudé un monitoreo sistematico tanto
semanal como total de pardmetros productivos. Este seguimiento abarcé: el peso de las
aves (registrado en g), la ganancia diaria de peso (expresada en g/dia), el consumo alimen-
ticio por ave diario (g), la eficiencia de transformacion alimenticia (calculada dividiendo
el consumo de alimento entre la ganancia diaria de peso), y el indice de supervivencia de

las aves, empleando para ello la metodologia previamente establecida en el Experimento

1.

7.2.3. Determinacion de la tasa de utilizacion de nutrientes, energia y minerales tra-

Zas

En la etapa final del experimento, especificamente durante la sexta semana de vida de las
codornices, se procedid a recolectar cuantitativamente las excretas de cada unidad expe-
rimental (jaula) durante un periodo de 72 horas. Luego se sigui6 la metodologia descrita

en Experimento 1).

7.2.4. Analisis morfologico de tibias

Al final de la cuarta semana de la fase de evaluacion, se sacrificaron n=10 aves macho por
tratamiento para extraer las tibias izquierda y derecha de cada una. Los huesos se limpia-
ron de tejidos blandos (musculos, ligamentos, nervios y vasos) segun lo descrito previa-
mente (Santos et al., 2022). Se midieron la longitud (cm) y el ancho (cm) de la tibia (Fi-
gura 6) utilizando un vernier (Stainless Hardened® Gns 150, China; Khan et al., 2023).
La longitud de la tibia se definié como la distancia desde el extremo superior de la epifisis

proximal hasta el extremo inferior de la epifisis distal.
La longitud de la diafisis se calcul6 restando las medidas de las epifisis proximal y distal

de la longitud total de la tibia (Huang et al., 2022). El ancho de la tibia se midi6 como la

distancia entre los bordes externo e interno en el eje central de la tibia. El peso de la tibia
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(g) se registro utilizando una balanza analitica (AND — HR-200, con una division minima

de 0.1 mg; (Santos ef al., 2022).

Figura 6. Medicion de las caracteristicas de morfologia de la tibia.

7.2.5. Cuantificacion de minerales traza

Se incineraron muestras de alimento, excretas y tibias de cada tratamiento a 520 °C du-
rante 4 horas para obtener cenizas. Las cenizas se digirieron con 20 ml de agua destilada,
5 ml de HCl y 10 gotas de HNO3 a 200 °C, reduciendo el volumen a 10 ml. El extracto se
filtré en un matraz aforado y se ajust6 a 100 ml con agua destilada. Este extracto se utilizd
para medir la concentraciéon de Cu*?, Mn*?, Zn™ y Fe*? mediante espectrofotometria de
absorcion atdmica en un equipo especifico (PerkinElmer, PinAAcle 900F AA Spectrome-

ter, USA; Han et al., 2024).

45



7.2.6. Analisis de histomorfologia intestinal

El andlisis de histomorfologia intestinal en duodeno, yeyuno e ileon se realizd como se
describe en Experimento 1. En el experimento 2 se analiz6 adicionalmente, la superficie
de absorcion de las vellosidades (SAV), la cual se calcul6 segun la formula: SAV =27 x

(anchura media de las vellosidades/2) x altura de las vellosidades (Prekatur et al., 2024).

7.2.7. Consideraciones éticas

El protocolo y los procedimientos realizados para el manejo y sacrificio de las 32 aves
macho de este segundo experimento se hizo por medio de dislocacion cervical, correspon-
den a lo especificado en la NOM-062-Z0O0-1999 y fueron aprobados el 29 de abril 2022
(Dictamen aprobatorio 44/2022) por el Comité de Bioética y Bienestar Animal, asi como
por el Comité de Bioseguridad e Higiene, del Posgrado Conjunto Agronomia - Veterinaria

de la UANL (Folio 33/2022;).

7.2.8. Analisis estadistico.

Se realiz6 un analisis de la varianza univariante para cada una de las variables continuas,
en un disefio de bloques completamente aleatorizados, con 4 tratamientos con 4 repeticio-
nes cada uno. Las comparaciones de medias se realizaron mediante Tukey, con un nivel

de confianza del 95%, empleando el programa SPSS®, version 25.

Se llevé a cabo un andlisis de regresion con el objetivo de evaluar efectos lineales y cua-
draticos de los tratamientos sobre variables continuas, estimando la dosis 6ptima fisiol6-
gica cuando fueron significativos. La viabilidad de las aves se analizd con la prueba de

Kruskal-Wallis, considerando significativas diferencias con P < 0.05.
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7.3. Resultados

7.3.1. Rendimiento productivo

Como se muestra en el Cuadro 7, el mayor peso vivo promedio obtenido en las 4 semanas
de experimento se encontro en T3 con 67% de sustitucion de cobre, zinc y selenio inorga-
nico por su forma organica (93.55 g) comparado con T1 (sin sustitucion, 85.10 g), indi-
cando una mejora significativa sobre esta variable productiva (P=0.050). De igual forma,
los valores de GDP encontrados fueron estadisticamente mas altos (P = 0.037) en T3 con

4.28 g/dia en contraste con 3.87 g/dia del T1.

Por otra parte, las variables de consumo de alimento y eficiencia alimenticia no mostraron
ser diferentes entre tratamientos (P = 0.378 y P = 0.631 respectivamente,

Cuadro 7).

Cuadro 7. Rendimiento productivo de codornices en crecimiento alimentadas con diferen-

tes niveles de sustitucion cobre, zinc y selenio inorgénico por organicos.

Tl T2 T3 T4

Sustitucion, % 0 33 67 100

n= 16 16 16 16 EEM  Valor P
Peso vivo 85.10° 88.31%® 93552 87.50% 3.125  0.050
GDP (g) 3.87° 3.98% 428 3.93® 0.145 0.037
Consumo de alimento 14.83 1546 1585 15.13 0.600 0.378
(g/dia)
Eficiencia alimenticia 0.273 0.267 0.281 0.275 0.103 0.631

acMedias con diferente literal difieren estadisticamente entre tratamientos (P<0.05)

EEM-= error estandar de la media.
La tasa de viabilidad fue mas alta (P<0.05) en el grupo T3 con 67% de sustitucion

(98.61%) comparado con 92.91%, 96.67%, y 95.00% para los tratamientos T1, T2 y T4

respectivamente (Figura 1).
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7.3.2. Tasa de utilizacion de nutrientes, energia y minerales traza

Los tratamientos con diferentes niveles de sustitucion de minerales de cobre, zinc y selenio
tuvieron comportamientos similares (P>0.05) en cuanto a la tasa de utilizacion de MS,

proteina y energia (Cuadro 8).

La tasa de utilizacién del mineral cobre (Cu*") fue menor (P=0.001) en T2 (26.12%) com-
parada con T1, T3, y T4, que presentan tasas altas y similares (48.27%, 60.04%, 58.38%

respectivamente).

Por otra parte, en T2, la diferencia estadistica significativa (P<0.05) de la tasa de utiliza-
cién de hierro (Fe?") también es notable, pues es especialmente més baja (36.83%), com-

parado con la utilizacién més alta obtenida por el grupo T4 (56.73%).

La tasa de utilizacion de manganeso (Mn?") y zinc (Zn**) fue similar estadisticamente
entre tratamientos (P>0.05), sin embargo, en el caso del Mn?*, se puede observar una
tendencia numérica a aumentar los valores de la tasa de utilizacion conforme aumenta el

nivel de sustitucion de los minerales inorganicos por organicos.

Cuadro 8. Tasa de utilizacion de nutrientes, energia y minerales trazas de codornices en
crecimiento alimentadas con diferentes niveles de sustitucion cobre, zinc y selenio inor-

ganico por organicos.

T1 T2 T3 T4
Sustitucion, % 0 33 67 100
n= 4 4 4 4 EEM  Valor P
Utilizacion, %
MS 73.85 73.39 73.34 74.36 1.887 0.942
Proteina 49.66 50.53 45.99 42.08 4.855 0.330
Energia 68.13 66.59 70.98 70.65 2.221 0.204
Cobre (Cu®") 48.27*  26.12°  60.04*  58.38% 6.830 0.001
Manganeso (Mn*") 2543 34.25 35.65 44.35 7.886 0.147
Hierro (Fe?") 4459  36.83% 51.65%  56.73% 6.562  0.050
Zinc (Zn*") 79.78 73.56 79.60 86.34 4.306 0.076

abed. T etras diferentes indican diferencias entre tratamientos
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7.3.3. Morfologia de tibias

En el Cuadro 9 se observa que las mediciones de las tibias no mostraron diferencias esta-
disticamente significativas en el largo (P=0.888), ancho (P=0.344), y didmetro de la dié-
fisis (P=0.482). Sin embargo, se observa que el peso de la tibia si fue mayor estadistica-
mente (P=0.045) en el grupo T2 con 33% de sustitucion (0.710 g) en contraste con T1 con
0% de sustitucion (0.648 g), siendo el grupo con menor peso de tibia, mientras que los
grupos con 67 y 100% de sustitucion tuvieron valores intermedios con 0.662 y 0.663 g

respectivamente.

Cuadro 9. Resultados de morfologia de tibias de codornices en crecimiento alimentadas

con diferentes niveles de sustitucion cobre, zinc y selenio inorgénico por organicos.

T1 T2 T3 T4
% de sustitucion 0 33 67 100 EEM Valor P
n= 12 15 13 14
Peso (g) 0.648° 0.710° 0.662®  0.663% 0.022 0.045
Largo (cm) 4.996 5.052 5.015 5.014 0.727 0.888
Ancho (cm) 0.312 0.309 0.287 0.291 0.167 0.344
Diéfisis (cm) 3.877 3.934 4.018 3.973 0.089 0.482

abMedias con diferente literal difieren estadisticamente entre tratamientos (P<0.05)

EEM= error estandar de la media

7.3.4. Histomorfologia intestinal

En el analisis global de los resultados de cada corte intestinal, se observo una gran varia-
bilidad e interacciones significativas entre Tratamiento y Bloque. Destacaron dos grupos:
aves grandes (Bloques 3 y 4) y aves pequefias (Bloques 1 y 2). Esto sugiere que podria
haber efectos dietéticos atin no visibles que influyen de manera diferente en estos dos
grupos de aves. Por esta razon, se realizd un analisis especifico para cada grupo (aves
grandes y pequefias) con el objetivo de explorar el efecto de los tratamientos en ambos
grupos. Los resultados se presentan en el Cuadro 10 para los efectos observados en las

aves grandes y en el Cuadro 11 para los efectos en las aves pequefias.
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7.3.5. Efectos sobre las variables histomorfoldgicas en aves grandes

En el duodeno, de las aves grandes (Bloque 3 y 4), la altura de la vellosidad mostré dife-
rencias significativas entre tratamientos (P< 0.05). El T3 present6 la mayor altura de la
vellosidad (665 um), lo que sugiere una posible mejora en la absorcion de nutrientes com-
parado con los otros tratamientos. Sin embargo, no se observaron diferencias significati-

vas en el ancho de la vellosidad (P> 0.05).

En cuanto a la profundidad de la cripta, T2 present6 valores inferiores (58 um; P< 0.05)
en comparacion con los otros tratamientos, lo que sugiere una mayor tasa de migracion y
renovacion del epitelio de las vellosidades. La relacion entre la altura y la profundidad de
la cripta fue similar (P> 0.05) entre los tratamientos. En el yeyuno de las aves grandes
(Bloque 3 y 4) la altura de la vellosidad fue mayor en los tratamientos 3 y 4 (550 um y
555 pum, respectivamente) comparado con el T2 (438 um; P< 0.05). El ancho de la vello-
sidad no registro diferencias (P> 0.05). La profundidad de la cripta fue significativamente
(P<0.05) menor en T2 (48 um; mientras que la relacion entre la altura de vellosidad y la

profundidad de la cripta fue similar (P> 0.05) entre los tratamientos.

En el ileon de las aves grandes del presente experimento, observo que la altura de la ve-
llosidad fue mayor en el T2 (406 um), seguido por el T4 (348 um) y el T3 (326 pm; P<
0.05). El ancho de la vellosidad fue significativamente menor en el T1 (62 um) en com-
paracién con los otros tratamientos (P< 0.05). A diferencia de lo encontrado en duodeno
y yeyuno, la profundidad de la cripta en el ileon mostrd valores superiores en el T2 (57
um), que fue significativamente diferente al T1, en el que se registrd la menor profundidad
(38 um; P<0.05). La relacion altura/profundidad de la cripta no mostré diferencias signi-

ficativas entre los tratamientos (P> 0.05).
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Cuadro 10. Resultados de mediciones histologicas de codornices de tamafio grande (Blo-
ques 3 y 4) alimentadas con dietas en las que se sustituyeron 0, 33, 67 y 100% de minerales

de Cu, Zn y Se inorganicos por minerales quelatados.

Corte intestinal/Variable T1 T2 T3 T4 EEM P Valor
% de sustitucion 0 33 67 100

Duodeno (n=40)
Altura vellosidad (um) 607  594%  665* 542° 26369  0.000
Ancho de vellosidad (um) 91 95 103 100  7.054 0.208
Profundidad cripta (um) 65% 58> 728 63 5012  0.024
Relacion A/Prof Cripta 9.87 10.72 9.63 9.27 1.016 0.256
Yeyuno (n=40)
Altura vellosidad (um) 495% 438>  550* 555° 27.224  0.000
Ancho de vellosidad (um) 83 96 95 87 6.675 0.118
Profundidad cripta (um) 53b¢ 48¢ 64 60 4352 0.000
Relacion A/Prof Cripta 997 954 914 9.68 0910 0.670
ileon (n=49)
Altura vellosidad (um) 307°  406* 326> 348° 15.102  0.000
Ancho de vellosidad (um) 62° 83?2 87 96*  6.767 0.000
Profundidad cripta (um) 38¢ 57¢ 47° 49 4333 0.000
Relacion A/Prof Cripta 8.66 7.78 7.67 741 0.828 0.465

abcd: Letras diferentes indican diferencias entre tratamientos

7.3.6. Efectos sobre las variables histomorfolégicas en aves pequeiias

En el duodeno de las aves pequefias del presente experimento (Bloques 1 y 2), el trata-
miento T3 presentd la mayor altura de la vellosidad (409 pm; P< 0.05), similar a los re-
sultados observados en las aves grandes. Esto sugiere un posible efecto benéfico en ambos
grupos sobre el area de absorcion de nutrientes. Sin embargo, T3 no mostr6 diferencias
estadisticamente significativas respecto a T4 y T2. Estadisticamente, T3 solo difiri6 sig-

nificativamente de T2, que tuvo el menor valor (285 um).
Por otra parte, los tratamientos mostraron resultados similares (P> 0.05) en el ancho de la

vellosidad, en la profundidad de la cripta y en la relacion entre la altura de vellosidad y la

profundidad de la cripta.
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En cuanto el yeyuno de las aves pequefias del presente estudio, la altura de la vellosidad
no mostro diferencias significativas entre los tratamientos (P> 0.05). Sin embargo, el an-
cho de la vellosidad fue mayor (P < 0.05) en el T3 (77 um), respecto de T2 (48 um) y T4
(52 um; P< 0.05). La profundidad de la cripta fue menor (P < 0.05) en T1 (27 pm) y T4
(33 um; P< 0.05) respecto a T3 (44 um). Ademas, la relacion altura/profundidad de la
cripta fue superior en T1, presentando la mayor relacion (9.67 pm), significativamente

mayor (P <0.05) en comparacion con la menor relacion (7.05 pm) del T3.

Cuadro 11. Resultados de mediciones histologicas de codornices de tamano pequefias
(Bloques 1 y 2) alimentadas con dietas en las que se sustituyeron 0, 33, 67 y 100% de

minerales de Cu, Zn y Se inorganicos por minerales quelatados.

Corte Intestinal/Variable T1 T2 T3 T4 EEM P Valor
% de sustitucion 0 33 67 100
Duodeno (n=18)
Altura vellosidad (um) 367  285°  409*  379* 35336 0.013
Ancho de vellosidad (um) 62 61 64 71 9.185 0.536
Profundidad cripta (um) 43 43 41 49 5.819 0.309

Relacion A/Prof Cripta (wum/pm)  9.00  7.18 10.66 8.76 1419  0.139

Yeyuno (n= 32)

Altura vellosidad (pum) 250 250 296 303 31.259 0.126
Ancho de vellosidad (um) 60  48° 772 52° 9338 <0.001
Profundidad cripta (um) 27° 3780 44* 33b 4449  <0.001

Relacion A/Prof Cripta (um/pum)  9.67¢  7.57%® 7.05° 9.55® 1.134  0.005

fleon (n=24)

Altura vellosidad (pm) 178°  219°  252%  162° 13.672 <0.001
Ancho de vellosidad (pm) 58 57 66 60 6.481 0.670
Profundidad cripta (um) 29b 35 442 27° 4.836  0.003

Relacion A/Prof Cripta (um/um) 6.42  7.02 7.17 6.70  0.973 0.836
abed. T otrag diferentes indican diferencias entre tratamientos

EEM= error estandar de la media

En ileon de las aves pequeiias, la altura de vellosidad fue mayor (P < 0.05) en T3 (252
um), significativamente mayor en comparacion con T1 (178 um) y T4 (162 um; P<0.05).
Por otro lado, no se observaron diferencias significativas en el ancho de la vellosidad entre

los tratamientos (P> 0.05). En cuanto la profundidad de la cripta, se observéd la misma
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tendencia que en yeyuno siendo menor en T1 (29 um) y T4 (27 um) respecto a T3 (44
um) (P < 0.05). La relacién entre la altura de vellosidad y la profundidad de la cripta fue

similar (P> 0.05) entre tratamientos.

7.4. Discusion

En la presente investigacion se obtuvieron resultados que muestran que la sustitucion del
67% de las fuentes inorgénicas de cobre, zinc y selenio por sus fuentes organicas (Dieta
T3) mejord la viabilidad, el peso del ave y el aumento diario de peso (GDP) en las codor-

nices en comparacion con la dieta T1 sin sustitucion.

En el presente trabajo la tasa de viabilidad (98.6%) fue significativamente mas alta en el
grupo alimentado con dieta con 67% de sustitucion respecto a la dieta control (92.9%) con
solo minerales inorganicos. Ray et al. (2014) reportaron una tasa de viabilidad (98.6%)
mayor en el grupo de aves en cuya dieta se sustituy6 el 50% de las fuentes inorgéanicas de
zinc, cobre, y manganeso, en comparacion con la viabilidad (92.9%) del grupo de aves

alimentadas con la dieta control sin inclusidon de minerales orgénicos.

En este estudio, la sustitucion del 100% del cobre, zinc y selenio inorgénicos por minerales
quelatados (T4) dio lugar a una tasa de viabilidad inferior (95,0%) en comparaciéon con
T3, pero superior al tratamiento T1. Teniendo en cuenta estos resultados, el célculo de la
dosis Optima se complementd mediante regresion lineal. Este andlisis determiné que la
sustitucion del 57.4% de los minerales inorgénicos por cobre, zinc y selenio quelatados

representa la dosis fisioldgica 6ptima para maximizar los beneficios en términos de tasa

de viabilidad.

La viabilidad es un parametro productivo de gran importancia econémica y de bienestar
animal (Echeverry ef al., 2016). Una mejoria en esta variable podria estar fundamentada
en el aumento del sistema inmunitario y la consecuente resistencia a enfermedades en las

aves, ya que de este efecto benéfico sobre dichas caracteristicas por parte de los minerales
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organicos se encuentran diversos antecedentes (Swiatkiewicz et al., 2014; Echeverry et
al., 2016).

En diversos estudios se han reportado mejoras en el rendimiento productivo de aves de
corral al utilizar minerales organicos en comparacion con minerales inorganicos. Por
ejemplo, El-Husseiny et al. (2012) encontraron que reemplazar parcialmente los minerales
inorganicos por organicos en la dieta de pollitos de engorda mejoro significativamente el
peso de las aves y la ganancia de peso. De manera similar, Feng et al. (2010) reportaron
que pollos de engorda que recibieron alimentos con 120 mg de glicinato de zinc (Zn-
Gly)/kg, presentaban un mayor aumento de peso diario y una mejor eficiencia alimenticia
frente a la fuente inorganica de zinc; sin embargo, en la presente investigacion no se re-

gistraron diferencias en la eficiencia alimenticia.

Los estudios de Abdallah et al. (2009), Zhao et al. (2010) y Rao et al. (2016), también
reportaron mejoras en el rendimiento productivo de pollos de engorda que fueron alimen-
tados con dietas que contenian minerales orgdnicos en lugar de inorgdnicos. La mejora en
los datos productivos observada con la sustitucion parcial de minerales organicos se atri-
buye generalmente a una mayor biodisponibilidad y absorcion de estos minerales en com-

paracién con las formas inorganicas (Ao y Pierce, 2013).

Los minerales orgénicos son mds estables en el tracto gastrointestinal porque su union a
moléculas organicas evita interacciones indeseadas, mejora su solubilidad y reduce la
competencia con otros minerales por los transportadores intestinales, lo que permite que
puedan tener una mayor capacidad de atravesar las membranas celulares y consecuente-
mente una mayor absorcion de nutrientes y una mejor utilizaciéon de los mismos por el

organismo (Bao et al., 2009; Goff, 2018).

Sin embargo, los resultados de investigaciones de Ray et al. (2014) difieren con ello, pues
reportan resultados similares en el peso vivo y GDP entre los grupos de codornices japo-
nesas alimentados con diferentes niveles de sustitucion de zinc, cobre y manganeso inor-

ganico por organico.
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Existen multiples mecanismos en los que estan involucrados los minerales de zinc, cobre,
y selenio. En primer lugar, el zinc esta involucrado en el crecimiento, metabolismo, sis-
tema inmune y cicatrizacion, formando parte de la enzima antioxidante superdxido dis-
mutasa (Suttle, 2010). El cobre interviene en el desarrollo dseo y de tejidos, es compo-
nente de metalo-enzimas antioxidantes como la citocromo oxidasa y superéxido dismu-
tasa, ademas de mejorar la respuesta inmune (Sharma et al., 2005). Selenio es esencial en
las seleno-proteinas como glutation peroxidasa, las cuales protegen contra el dafio oxida-

tivo al eliminar radicales libres y preservar la integridad celular (Wang, 2008).

La tasa de utilizaciéon de MS, proteina, energia, manganeso y zinc registrada en el presente
trabajo en codornices en crecimiento fue similar entre tratamientos. Estos resultados son
consistentes con lo reportado por Zhao et al. (2010), quienes no encontraron efectos sig-
nificativos de la suplementacion de minerales organicos en la utilizacion de nutrientes en
aves. En el presente trabajo se registraron diferencias significativas en la tasa de utiliza-
cion del cobre y el hierro, lo que sugiere que la fuente mineral (orgdnica o inorganica)
puede afectar la absorcion y utilizacion del propio mineral, asi como la de otros minerales
y nutrientes (Goff, 2018). Lo anterior concuerda con estudios previos que han reportado
en aves una mayor biodisponibilidad y absorcion de minerales organicos en comparacion

con las formas inorganicas (Ao y Pierce, 2013; Vieira et al., 2020; Khatun et al., 2019).

La tasa de utilizacion del hierro registrada en este estudio fue significativamente mayor
en el tratamiento T4 en comparacion con T2. Esto podria sugerir una mejora en la absor-
cion del hierro cuando se suplementa con mayor proporcion de fuentes organicas de mi-
nerales (Goff, 2018), eventualmente como consecuencia de menos interacciones negativas

entre minerales (Goff, 2018., Khatun ez al., 2019).

En este estudio se detectd un incremento significativo en el peso de la tibia de codornices
en crecimiento, al incluir fuentes organicas de minerales a la dieta, respecto al tratamiento
control. El peso de la tibia se ha utilizado frecuentemente en la nutriciéon mineral de aves
de produccién como un indicador de la salud 6sea (Shim, 2012). Esto sugiere un efecto

estimulante de estos minerales traza en el desarrollo 6seo, considerando que, ademas de
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los macrominerales como el calcio y el fosforo, la disponibilidad de minerales traza (Cu,

Zn, Se, Mn, Fe) son cruciales para el desarrollo 6seo (Yenice et al., 2015).

El zinc tiene funcién importante en el anabolismo 6seo, incrementando la actividad de
osteoblastos, asi como en la sintesis de colageno y reduciendo la resorcion 6sea mediada
por osteoclastos (Gaffney, 2019). El cobre, por su parte, es un cofactor esencial para la
superoxido dismutasa, una enzima antioxidante que disminuye la activacion de los osteo-
clastos y la resorcion 6sea (Goff, 2018). El selenio, debido a su capacidad antioxidante,
reduce la presencia de especies reactivas de oxigeno, inhibiendo de esta forma la activa-
cion de los osteoclastos y favoreciendo la diferenciacion de los osteoblastos (Goff, 2018;

Gaftney, 2019).

El efecto positivo de los minerales orgénicos no se observo en las variables largo y ancho
de la tibia. También El-Husseiny et al. (2012), informaron que pollos de engorda en cre-
cimiento a los que se les ofreci6 una dieta con sustitucion de 50% de Zn, Mn y Cu con
fuentes organicas no tuvieron ningun efecto sobre las variables morfolédgicas de la tibia.

Las mediciones histomorfologicas de este estudio indican que la altura de las vellosidades
fue mayor en el duodeno y disminuy6 progresivamente en direccion caudal a lo largo del
intestino delgado. Wilkinson et al. (2018), analizaron mediante microscopia optica y elec-
tronica de barrido cortes intestinales de codornices japonesas sanas, y observaron que la
altura de las vellosidades alcanza su maximo en el yeyuno, reduciéndose gradualmente

hasta ser mas cortas y menos profundas en el ileon.

Los valores de longitud de vellosidades correspondientes al tratamiento T3 del presente
estudio (665 um en duodeno y 550 um en yeyuno) superan los reportados por Rezaei et
al. (2018), quienes registraron alturas de vellosidades entre 470 y 530 um al agregar dife-
rentes niveles de fibra de trigo micronizada a las dietas de codornices japonesas en creci-

miento.

El tratamiento T4 mejord significativamente la altura de las vellosidades en el yeyuno

(555 um), mientras que el tratamiento T2 lo hizo en el ileon (406 um). El incremento en
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la altura de las vellosidades estd asociado con una mejor digestion y absorcion de nutrien-
tes, asi como con un aumento en la actividad de las enzimas del borde de cepillo y los

sistemas de transporte de nutrientes (Awad et al., 2017).

Una superficie intestinal saludable esté relacionada en forma directa con la eficiencia en
la digestion y absorcion (Collett, 2012), y, por ende, con el aumento de peso y la resisten-
cia a afecciones intestinales. Por lo tanto, las mejoras en las caracteristicas morfoldgicas
de las vellosidades observadas en las codornices del grupo T3 podrian explicar en parte el
aumento en el peso vivo, la ganancia de peso diario y la mejor salud general debido a la

mayor viabilidad obtenida en este grupo de aves.

El ancho de las vellosidades en el ileon disminuyd significativamente en las aves del grupo
T1, lo que podria indicar una morfologia intestinal menos favorable para la absorcion de
nutrientes. Los tratamientos con algin nivel de sustitucion de minerales organicos bene-
ficiaron el ancho de las vellosidades, aumentando la superficie para la absorcion (Awad
et al.,2017), sin embargo, los segmentos de duodeno y yeyuno el ancho de vellosidades

fue similar entre tratamientos.

En las aves del tratamiento T2, la profundidad de la cripta fue menor en el duodeno (58
um) y en el yeyuno (48 um), que, en los demads tratamientos, sugiriendo esto una mayor
tasa de renovacion celular y migracion de células de la cripta hacia el epitelio (Xie et al.,
2021). Esto es beneficioso para la eficiencia de absorcion de nutrientes de las aves, ya que
las células epiteliales de las vellosidades estan en contacto directo con el contenido lumi-
nal y son susceptibles a dafios, como puede resultar una mayor pérdida de células epite-

liales en casos de problemas de salud intestinal (Zhang et al., 2015).

7.5. Conclusiones Experimento 2

Sustituir las fuentes inorganicas de cobre, zinc y selenio por formas quelatadas en la dieta

de las codornices representa una estrategia nutricional efectiva para mejorar el rendi-

miento, la viabilidad, el desarrollo 6seo tibial y la histomorfologia intestinal. Entre los
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cuatro niveles de sustitucion evaluados, un reemplazo del 67% (OM67) mostro los mejo-
res resultados en productividad y salud. Estos hallazgos estdn muy cerca del valor calcu-
lado como dosis fisiologica Optima, que es del 57.4% y demuestran que los minerales
quelatados de cobre, zinc y selenio tienen un alto potencial para ser integrado en férmulas
de piensos comerciales, mejorando la productividad, la salud aviar y promoviendo un uso

mas eficiente de los recursos minerales en la industria.
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VIII. EXPERIMENTO 3.

EFECTO COMBINADO DE LA INCLUSION DE LEVADURA
Saccharomyces cerevisine Y LA SUSTITUCION DE MINERALES
INORGANICOS DE COBRE, ZINC Y SELENIO POR SUS FORMAS
QUELATADAS EN LA DIETA DE
CODORNICES EN CRECIMIENTO

8.1. Objetivo

Evaluar el efecto combinado de la adicion de levadura Saccharomyces cerevisiae y de los
minerales quelatados de cobre, zinc y selenio en la dieta de codornices japonesas en cre-
cimiento sobre el rendimiento productivo, morfologia de la tibia y abundancia relativa en

microbiota intestinal de los géneros Lactobacillus spp., Bifidobacterium spp., y Bacillus

spp.
8.2. Materiales y métodos
8.2.1. Ubicacion y diseiio experimental

La fase experimental se llevo a cabo en las instalaciones del Campus Escobedo de la Fa-
cultad de Agronomia UANL, ubicadas en Gral. Escobedo, Nuevo Ledn, México. Se uti-
1iz6 un disefio factorial 2 x 2 para evaluar dos niveles de adicion de levadura viva (0 % y
0.45 % de levadura Saccharomyces cerevisiae con base en MS y dos niveles de sustitucion
de minerales quelatados (0 % y 67 % de sustitucion de fuentes inorganicas de cobre, zinc

y selenio por fuentes de minerales quelatados) en la dieta de codornices en crecimiento.

Los niveles seleccionados en este experimento para ambos factores (levadura y minerales
quelatados) correspondieron a los tratamientos con mejor rendimiento identificados pre-
viamente: el nivel 6ptimo de levadura viva del Experimento 1 y el nivel éptimo de mine-

rales quelatados del Experimento 2.

59



Se realiz6 un bloqueo por peso vivo de las codornices, en los cuales se considerd un rango
de peso para realizar la distribucion de las aves y asignacion de los tratamientos confor-
mando 5 bloques. El experimento tuvo una fase de evaluacion de 4 semanas, que inicid

cuando las aves tuvieron una edad inicial de 18 dias.

Fueron destinadas un total de 179 codornices japonesas, las cuales fueron asignadas a 4
tratamientos, con 5 repeticiones por tratamiento en baterias de investigacion (Figura 2, en
experimento 1). Cada repeticion fue conformada por entre 8-9 aves, excepto en el bloque
1 (las aves més pequefias) en el que al iniciar el experimento se incluyeron 11 aves por

jaula.). El experimento se dividié en dos etapas con su dieta correspondiente.

La primera etapa fue la de Iniciacion, cuya dieta (Cuadro 12), fue ofrecida a las aves du-
rante las 2 primeras semanas de experimento. La segunda etapa fue la de Desarrollo (Cua-
dro 13), esta dieta fue formulada segun las necesidades nutrimentales de la fase de desa-
rrollo.

8.2.2. Determinacion del rendimiento productivo

En este experimento 3 se midieron variables productivas como el peso vivo, ganancia
diaria de peso, el consumo de alimento, la eficiencia alimenticia y la tasa de viabilidad
similar a lo descrito en Experimento 1 y 2.

8.2.3. Analisis morfologico de tibias

Se utiliz6 la metodologia descrita en el Experimento 2 para el andlisis de variables de

morfologia de la tibia.
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Cuadro 12. Dietas experimentales en la etapa de Iniciacion (10-24 dias de edad) de codor-

nices en crecimiento.

Factor T1 T2 T3 T4
Mineral Quelatado 0 + 0 +
Levadura S. cerevisiae 0 0 + +
Maiz 522.00 522.00 522.00 522.00
Harina de soya 414.00 414.00 409.50  409.50
Levadura (Base seca) 0.00 0.00 4.50 4.50
Aceite vegetal 35.00 35.00 35.00 35.00
Fosfato Monocalcico 1.00 1.00 1.00 1.00
Carbonato de Calcio 19.55 19.32 19.55 19.32
Sal 4.00 4.00 4.00 4.00
Metionina (99%) 2.70 2.70 2.70 2.70
Sulfato ferroso (30% Fe) 0.14 0.14 0.14 0.14
Oxido de Manganeso (60% Mn) 0.20 0.20 0.20 0.20
Sulfato de cobre (25% Cu) 0.04 0.01 0.04 0.01
Sulfato de Zinc (36% Zn) 0.20 0.07 0.20 0.07
Selenito de sodio (1% Se) 0.02 0.01 0.02 0.01
EDDI (10% I) 0.01 0.01 0.01 0.01
Optimin Cobre (15% Cu Quelatado) 0.00 0.04 0.00 0.04
Optimin Zinc (15% Zn Quelatado) 0.00 0.32 0.00 0.32
Optimin SeY (3000 ppm Se Quelat) 0.00 0.04 0.00 0.04
Cloruro de colina 0.90 0.90 0.90 0.90
Nucleo Vitaminico (250 g/ton) 0.25 0.25 0.25 0.25
Total 1000 1000 1000 1000
Composicion quimica analizada (base seca)

MS, % 89.43 89.50 85.81 86.54
Cenizas, % 7.33 6.91 6.81 7.27
Grasa, % 1.31 1.44 1.52 1.35
FDN, % 11.34 12.59 12.92 13.53
FDA, % 3.24 3.94 4.63 3.62
Lignina, % 1.04 1.70 1.10 1.42
Hemicelulosa, % 8.10 8.65 8.29 9.90
Celulosa, % 2.12 2.24 3.52 2.20
Proteina, % 32.80 30.87 32.65 33.19
Energia, kcal 5177 5026 5111 5079

(0) = sin sustitucion/suplementacion, (+) = con sustitucion/suplementacion
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Cuadro 13. Dietas experimentales en la etapa de Desarrollo (25-39 dias de edad) de co-

dornices en crecimiento.

Factor T1 T2 T3 T4
Mineral Quelatado 0 + 0 +
Levadura S. cerevisiae 0 0 + +
Maiz 610.50 610.50 610.00 610.00
Harina de soya 340.00  340.00  336.00 336.00
PlassYeast NA 0.00 0.00 4.50 4.50
Aceite vegetal 19.96 19.72 19.96 19.72
Fosfato Monocalcico 1.00 1.00 1.00 1.00
Carbonato de Calcio 18.60 18.60 18.60 18.60
Sal 4.00 4.00 4.00 4.00
Lisina (78%) 1.30 1.30 1.30 1.30
Metionina (99%) 2.40 2.40 2.40 2.40
Treonina (99%) 0.50 0.50 0.50 0.50
Sulfato ferroso (30% Fe) 0.14 0.14 0.14 0.14
Oxido de Manganeso (60% Mn) 0.20 0.20 0.20 0.20
Sulfato de cobre (25% Cu) 0.04 0.01 0.04 0.01
Sulfato de Zinc (36% Zn) 0.20 0.07 0.20 0.07
Selenito de sodio (1% Se) 0.02 0.01 0.02 0.01
EDDI (10% I) 0.01 0.01 0.01 0.01
Optimin Cobre (15% Cu Quelatado) 0.00 0.04 0.00 0.04
Optimin Zinc (15% Zn Quelatado) 0.00 0.32 0.00 0.32
Optimin SeY (3000 ppm Se Quelat) 0.00 0.04 0.00 0.04
Cloruro de colina 0.90 0.90 0.90 0.90
Nucleo Vitaminico (250 g/ton) 0.25 0.25 0.25 0.25
Total 1000 1000 1000 1000
Composicion quimica analizada (base seca)

MS, % 88.97 88.90 85.60 85.65
Cenizas, % 6.70 6.44 6.92 5.70
Grasa, % 1.48 1.59 1.29 1.40
FDN, % 12.60 12.40 12.53 12.45
FDA, % 3.95 3.65 4.63 4.48
Lignina, % 1.77 0.98 1.36 1.25
Hemicelulosa, % 8.65 8.74 7.90 7.97
Celulosa, % 2.17 2.67 3.27 3.23
Proteina, % 27.45 28.04 28.05 28.80
Energia, kcal 4113 4489 4386 4218

(0)= sin sustitucion/suplementacion, (+) = con sustitucion/suplementacion
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8.2.4. Cuantificacion de abundancia relativa de géneros en microbiota intestinal

8.2.4.1. Obtencion de muestras de contenido de los ciegos

Se analiz6 la microbiota intestinal a partir de muestras de contenido de cada par de ciegos
de cada ave. Para ello, se tomaron muestras de 40 codornices macho seleccionadas al azar
(n=10 por tratamiento), sacrificadas a los 53 dias de edad. El contenido intestinal de los
ciegos fue vertido en viales Eppendedorf de 1.5 mL con tapa, y se conservaron a -20 °C

hasta su analisis.

8.2.4.2. Extraccion y purificacion de ADN de muestras de contenido cecal

Posteriormente, se pesaron entre 10 y 20 mg de muestra de dichas muestras y se deposi-
taron en tubos Eppendorf de 2 ml. Posteriormente, se afiadieron 1000 pul de DNAzol®
(Invitrogen, USA) y se agit6 la mezcla con una puntilla para disolver completamente. La
solucion se incubo durante 10 minutos a temperatura ambiente, mezclandola por inmer-
sion cada 2 minutos. Luego, se centrifugd a 10 RPM durante 2 minutos, y se recuperaron
800 ul del sobrenadante, los cuales se precipitaron con 500 ul de etanol al 100 %, mez-
clando nuevamente por inmersion. La mezcla se incub6d durante 3 minutos a temperatura
ambiente y se centrifugd a 10 RPM por 10 minutos. Se descarté el sobrenadante y se lavo
el pellet con 800 pl de etanol al 75 %, incubando 1 minuto a temperatura ambiente y
centrifugando nuevamente a 10 RPM durante 10 minutos. Este proceso de lavado se repi-

tid segun fuera necesario, dependiendo de la limpieza y el aspecto del pellet.

Una vez limpio, se eliminé el sobrenadante y se dejo secar el pellet durante 5 minutos.
Segun el tamafo y la limpieza del pellet, se afiadieron entre 20 y 50 ul de agua DEPC,
agitdndose la mezcla con una puntilla para facilitar la disolucion, seguido de una centri-
fugacion breve de 10 segundos. A continuacion, se mezclaron 3 pl de buffer de corrida
con 8 pl del extracto obtenido, homogenizando con la puntilla. Se tomaron 10 pl de esta
mezcla y se depositaron en un pozo del gel de electroforesis configurado a 80 V durante

30 minutos, y se inici6 el proceso con el fin de observar las condiciones de integridad del
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ADN purificado. Esto permitié determinar que las muestras de contenido cecal viables
para la siguiente etapa correspondieron a un total de 16, con 4 muestras por tratamiento

(1 muestra por ave).

8.2.4.3. Determinacion de concentracion y dilucion de ADN genémico

La cuantificacion de la concentracion de ADN se llevé a cabo en un espectrometro (Ge-
nesys 50, Thermo Scientific, EEUU) mediante mediciones de absorbancia a 260 nm. Pri-
mero, se rotularon tubos estériles con el ID correspondiente a cada muestra de ADN para
realizar las diluciones necesarias. Cada dilucion se prepar6 mezclando 597 pl de agua
destilada con 3 pl de la muestra de ADN. Posteriormente, se encendi6 el equipo siguiendo
las instrucciones del fabricante. Como primer paso, se midio el blanco utilizando una cu-
beta con 600 pul de agua destilada, realizando dos mediciones por cada muestra. Después,
se repitio el proceso utilizando 600 pul de la dilucioén preparada para medir la absorbancia.
Entre cada medicion, se lavo cuidadosamente la cubeta con agua destilada para evitar

contaminacion entre muestras. Las diluciones a 50 ng/ul se realizaron a partir de las lec-

turas de espectrometria anteriores, siguiendo la metodologia que se describe en la Figura

7.

Cuantificacion DNA Dilucion de DNA
Obtener X de

lecturas de cada

mx P
o ¥
Calcularla[]1 ‘

x=(Abs 1 + Abs 2) + 2

597 puL Agua destilada +
3 p. DNA Purificado

Ejemplo
(0.231 + 0.233) + 2 =0.232

[]1 =% Abs * 50 * 200
Ejemplo

Poner los 600 pL en cubeta en ng/ pL en una

dilucion 1:200

0.232 * 50 * 100 = 2320 ng/ pL.

¢

o ¥

[]2=50%100+[]I

Dilucion de DNA z
Poner las Ejenio
= 4 a 50 ng
Cll’ etas en la 50 * 100 ~ 2320 = 2.1 ng/ pL
camara del 6
espectro
Lecturas de Completar 100 uL ADal=Fi2_ipo .
absorbancia de 20 mx de solucion con . pL=/]2— i
por duplicado a 260 Agua destilada Ejemplo

nm de longitud de (AD)
onda

21ng-100pL =979 pLL

Figura 7. Determinacion de concentracion y diluciéon de ADN gendémico.
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8.2.4.4. Cuantificacion de la abundancia relativa en microbiota intestinal por qPCR

Se emplearon oligonucledtidos especificos para identificar y cuantificar la presencia de
Lactobacillus sp., Bacillus sp., Bifidobacterium sp. y el total de bacterias (ADN ribosomal
16S). Este ultimo se utilizé como referencia para normalizar las variaciones en la cantidad
de ADN. Las secuencias de los oligonucleotidos y sus referencias originales estan deta-
lladas en el Cuadro 14. La abundancia de los microorganismos se determind mediante
ensayos de reaccion en cadena de la polimerasa cuantitativa (QPCR) donde fue utilizado
el kit comercial Maxima SYBR Green/ROX qPCR Master Mix (Thermo Fisher Scienti-
fic).

Las reacciones se llevaron a cabo en un termociclador CFX96® Real-Time System C1000
Touch (BioRad, Herefordshire, Inglaterra) en microtubos de 200 pl con tapas Opticas (Bio-
Rad), con un volumen final de 25 ul. Cada reaccién contenia 12.5 ul de SYBR Green Mix,
8.5 ul de agua libre de nucleasas, 3 pl de una mezcla de oligonucleotidos (Oligo Mix) con
oligonucleotidos especificos en sentido y antisentido a una concentracion de 5 uM cada
uno, y 1 ul de ADN gendmico a una concentracion de 50 ng/pl. Todas las muestras se
analizaron por duplicado junto con las bacterias totales (ARN ribosomal 16S) como refe-

rencia.

Se incluyeron controles negativos (blancos) por duplicado (Cuadro 15). El blanco 1 (SIN
ADN) excluye el ADN de la mezcla, lo que permite descartar la contaminaciéon por ADN
en los reactivos o el equipo, y contiene 9.5 ul de agua DEPC, 12.5 pl de mezcla SYBR y
3.0 pl de oligo mix. El blanco 2 (SIN OLIGO) omite los oligonucledtidos especificos, lo
que ayuda a confirmar que no haya amplificacion inespecifica, y estd compuesto por 11.5

ul de agua DEPC, 12.5 pl de mezcla SYBR y 1.0 ul de ADN a una concentracion de 50
ng/ul.
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Cuadro 14. Secuencias de oligonucledtidos utilizados para el analisis de abundancia rela-

tiva de microorganismos en contenido intestinal de codornices en crecimiento.

. Fragmento T° ali-
Microor- . . ., :
ganismo Secuencia amplificado neacion  Referencia
(pb) (9]
Lactobacilllus spp.
Sentido CGATGAGTGCTAGGTGTTGGA (Fu et al
Anti 186 56 el
. CAAGATGTCAAGACCTGGTAAG 2006)
sentido
Bacilllus spp.
Sentido ACGCCGTAAACGATGAGT (Han et al
Anti- GTGTGTAGCCCAGGTCATAA 424 60 2012)
sentido
Bifidobacterium spp.
Sentido GATTCTGGCTCAGGATGAACG
Anti- 1400 sq ~ (Kaufmann
sentido CGGGTGCTNCCCACTTTCATG etal., 1997)
Bacterias totales
Sentido GCAGGCCTAACACATGCAAGTC
Anti- 315 56 wengetal,
CTGCTGCCTCCCGTAGGAGT 2017

sentido

Por ultimo, el blanco 3 (SIN SYBR) elimina la mezcla SYBR, excluyendo el marcador
fluorescente para verificar que las senales de fluorescencia provengan unicamente de la
amplificacion, y contiene 21.0 pl de agua DEPC, 3.0 pul de oligo mix y 1.0 pul de ADN a
una concentracion de 50 ng/ul. Estos controles fueron importantes y considerados para

garantizar que los resultados obtenidos fueran especificos.

El programa de reaccion en el termociclador consistié en una desnaturalizacion inicial a
95 °C por 5 minutos, seguida de 44 ciclos de desnaturalizacion a 95 °C por 15 segundos,
alineacion a una temperatura de 54-60 °C por 15 segundos y extension a 72 °C por 30
segundos. La fluorescencia se midio al final de cada ciclo, y se realiz6 una curva de des-
naturalizacion desde 65 °C hasta 95 °C, registrando la fluorescencia cada 0.5 °C. La abun-
dancia relativa de los microorganismos se calcul6 siguiendo la metodologia de Livak y
Schmittgen (2001), utilizando la ecuacion de diferencia del ciclo critico de amplificacion

(27-AACT).
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Cuadro 15. Conformacion de los controles negativos.

Control Negativo Componentes
SIN ADN
9.5 ul agua DEPC
12.5 ul sybr
3.0 ul oligo mix

Blanco 1

SIN OLIGO
11.5 pul agua DEPC
12.5 pl sybr
1.0 ADN (50 ng/pl)

Blanco 2

SIN SYBR
21.0 ul agua DEPC
3.0 ul oligo mix
1.0 ul ADN (50 ng/ul)

Blanco 3

8.2.5. Consideraciones éticas

Los procedimientos de manejo y sacrificio de 40 aves macho, realizados mediante dislo-
cacion cervical, se llevaron a cabo estrictamente conforme a los lineamientos establecidos
en la Norma Oficial Mexicana NOM-062-Z0O0-1999. La metodologia fue previamente
revisada y aprobada por los Comités de Bioética y Bienestar Animal, asi como de Biose-
guridad e Higiene de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la Universidad
Autéonoma de Nuevo Leodn, quienes emitieron el dictamen aprobatorio con el folio 33/2022

y numero de resolucion 44/2022, con fecha del 29 de abril de 2022.

8.2.6. Analisis estadistico.

El analisis estadistico se llevd a cabo mediante un andlisis de varianza (ANOVA) para
cada variable continua, donde también se consideraron los resultados de la abundancia
relativa de ADN (expresados como diferencia de Ct). La comparaciéon entre medias se
efectuo utilizando la prueba de Tukey, estableciendo un nivel de confianza del 95% y
empleando el software estadistico SPSS® en su version 25. Para evaluar la viabilidad, se
aplico la prueba no paramétrica de Kruskall-Wallis. Se consideraron estadisticamente sig-

nificativas las diferencias con un valor de probabilidad inferior a 0.05.
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8.3. Resultados

8.3.1. Rendimiento productivo

Un analisis inicial de las variables productivas, mostradas en el Cuadro 16 mostré sola-
mente tendencias numéricas aparentes entre los tratamientos. Esto sugirié que la variabi-
lidad y otros factores podian estar interfiriendo para detectar diferencias reales entre los

tratamientos.

Por lo anterior, se implement6 un procedimiento de ajuste en los datos con el objetivo de
revelar resultados més precisos. El primer paso consistio en estandarizar la base de datos
ajustando las repeticiones de cada tratamiento a n=8 aves, y se expresaron los resultados
como valores relativos de las variables respecto al promedio de los bloques correspon-
dientes. Ademas, se realiz6 un andlisis para detectar y eliminar valores atipicos (outliers)
en cada variable evaluada, utilizando el método del rango inter-cuartiles descrito por
Kumar Dash ef al. (2023). Finalmente, se volvieron a analizar los valores relativos de las
variables productivas con esta base de datos ajustada. Este enfoque permitié evidenciar
diferencias significativas entre los factores evaluados que no habian sido detectadas en el
analisis inicial, mostrando un efecto importante de los tratamientos en las variables anali-

zadas (Cuadro 17).

Las dietas que contenian los factores minerales quelatados y levadura Saccharomyces ce-
revisiae tuvieron un impacto favorable en las variables productivas evaluadas de las co-
dornices en crecimiento. En el caso del peso vivo, las aves suplementadas con factor le-
vadura S. cerevisiae mostraron valores relativos significativamente mas altos (Pesos rela-
tivos = 101.05; P < 0.05) en comparacion con 99.15 de las no suplementadas con levadura
Saccharomyces cerevisiae. La inclusion de minerales quelatados no tuvo un efecto signi-

ficativo en esta variable (P > 0.05).
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Cuadro 16. Rendimiento productivo promedio y desviacion estandar (SD) de codornices

en crecimiento en cada tratamiento.

Factor T1 T2 T3 T4
Mineral Quelatado 0 + 0 +
Levadura S. cerevisiae 0 0 + +
Peso vivo, g 106.03 102.61 109.88 110.20
SD 40.37 43.38 41.89 41.57
GDP, g 3.76 3.99 3.89 3.89
SD 0.81 0.62 0.75 0.95
Consumo alimento, g 15.73 15.10 16.76 17.48
SD 4.77 4.82 4.22 4.64
Eficiencia alimenticia, g/g 0.268 0.297 0.252 0.246
SD 0.113 0.121 0.092 0.102

(0) = sin sustitucion/suplementacion, (+) = con sustitucion/suplementacion

SD = Desviacion estandar

Respecto a la ganancia diaria de peso, la interaccion entre los factores minerales quelata-
dos* levadura S. cerevisiae fue no significativa (P> 0.05). Tanto el factor levadura S. ce-
revisiae como factor Mineral quelatado influyeron significativamente (P < 0.05), siendo
las codornices suplementadas con factor levadura S. cerevisiae las aves con mayor ganan-
cia diaria de peso (103.66 con levadura S. cerevisiae frente a 100.58 en tratamientos sin
levadura (Cuadro 17). Las codornices tratadas con factor de minerales quelatados también
presentaron mejores resultados (Valor relativo 104.16; P < 0.05) que sin inclusién de mi-

nerales quelatados (100.29).

En el caso del consumo de alimento se detectd una interaccion significativa (P<0.05) de
los factores minerales quelatados * levadura S. cerevisiae. Con adicion de minerales que-
latados a la dieta, la inclusion de levadura registréo un mayor efecto estimulante del con-

sumo de alimento, que sin la adicion de minerales quelatados.
En cuanto a la eficiencia alimenticia la interaccion entre los factores minerales quelatados
* levadura S. cerevisiae fue no significativa (P> 0.05) (Cuadro 17). el factor levadura tuvo

un efecto significativo (P<0.05), observandose mejor eficiencia (P < 0.05) en las aves sin
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inclusion de levadura S. cerevisiae (106.98) en comparacion con las suplementadas
(95.40). En cambio, la eficiencia alimenticia fue similar (P > 0.05) para las aves respecto

al factor minerales quelatados.

Cuadro 17. Rendimiento productivo relativo al promedio del bloque correspondiente, de
codornices alimentadas con una sustitucion de minerales inorganicos de Cu, Zn,y Se y la

suplementacion con levadura S. cerevisiae en la dieta de codornices en crecimiento.

Factor Variable productiva'
Minerales Levadura Peso Consumo Eficiencia
n . n GDP n de ali- . L
quelatados LSC vivo mento alimenticia

Sin MQ Sin LSC 24 9894 17 9890 20  96.13 19 102.95
Con MQ Sin LSC 25 9935 17 10225 20  91.86 19 111.02
Sin MQ Con LSC 25 100.78 19 10153 20 10393 20 102.95
Con MQ Con LSC 23 101.35 16 10620 20 108.06 18 95.03

Media de efectos principa- 97 100.09 69 102.14 80 100.00 76 101.19
les

Factor MQ
Sin MQ 49 99.88 36 100.29b 40 100.03 39 99.25
Con MQ 48 10031 33 104.16a 40 99.97 37 103.24
Factor LSC
Sin LSC 49 99.15b 34 100.58b 40 93.99b 38 106.98a
Con LSC 48 101.05a 35 103.66a 40 106.00a 38 95.40b
SEM 1.0846 2.9540 3.9826 4.9226
Probabilidades de efectos principales (P value)
Factor MQ 0.325 0.014 0.974 0.150
Factor LSC 0.000 0.043 0.000 0.000
Factor 0.865 0.679 0.038 0.087
MQ*LSC

1Medias de n = 5 réplicas por tratamiento (n = 8 aves/replica)

(Sin) = sin sustitucién/suplementacion, (Con) = con sustitucién/suplementacion
MQ = Minerales quelatados, LSC = Levadura Saccharomyces cerevisiae

EEM = Error estandar de la media

&b Medias en una columna con diferentes superindices difieren (P < 0.05)

La tasa de viabilidad promedio de las codornices durante el periodo experimental de 4

semanas (Figura 8) no mostr6 diferencias significativas entre los tratamientos (P > 0.05).

70



Se registraron tasas de viabilidad del 99.6% en el tratamiento sin factor minerales quela-
tados ni factor levadura (T1), 98.4% en el tratamiento con solo el factor minerales quela-
tados (T2), y 100% tanto en el tratamiento con Unicamente levadura (T3) como en el tra-

tamiento combinado con ambos factores (T4).
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Figura 8. Tasa de viabilidad de codornices en crecimiento de Experimento 3. n = 25

8.3.2. Morfologia de tibias

Los resultados del analisis de la morfologia de las tibias de codornices en crecimiento
(Cuadro 18) muestra que con la adicion del factor levadura S. cerevisiae se obtuvieron
efectos positivos en el largo y la diéfisis de las tibias, con valores significativamente ma-
yores (P < 0.05) en aves suplementadas con este factor en comparacion con las no suple-

mentadas.

Se encontrd que la sustitucion de minerales quelatados redujo (P < 0.05) el largo de las
tibias (47.9 mm) frente a las que no recibieron minerales quelatados (49.0 mm; P< 0.05).
No se observaron diferencias significativas (P > 0.05) en el peso, el ancho o la diafisis por

efecto de minerales quelatados (P >0.05). Se identific6 una interaccion significativa (P >
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0.05) solamente entre los factores minerals quelatados * levadura Saccharomyces cerevi-

siae para la variable ancho de las tibias

Cuadro 18. Morfologia de la tibia de codornices en crecimiento.

Factor Variable morfologica'
Minerales que- Levadura Peso, Largo, Ancho, Diafisis,
latados LSC g mm mm mm
Sin MQ Sin LSC 20 0.589 20 48.29 20 2.50 10 37.94
Con MQ Sin LSC 17 0.630 17 4748 17 2.59 17 36.84
Sin MQ Con LSC 19 0.620 19 49.82 19 2.62 19 39.12
Con MQ Con LSC 16 0.603 16  48.43 16 2.51 16 39.01
Media de efectos principales 72 0.610 72  48.54 72 2.56 72 38.23
Factor MQ
Sin MQ 39 0.604 39 49.04a 39 2.56 39 38.51
Con MQ 33 0.617 33 4794b 33 2.55 33 37.90
Factor LSC
Sin LSC 37 0.608 37 47.92b 37 2.55 37  37.44b
Con LSC 35 0.612 35 49.19a 35 2.57 35  39.07a
SD 0.070 2.280 0.237 3.542
Probabilidades de efectos principales (P va-
lue)
Factor MQ 0.524 0.027 0.777 0.376
Factor LSC 0.916 0.013 0.713 0.015
Factor 0.130 0.555 0.013 0.465
MQ*LSC

(Sin) = sin sustitucion/suplementacion, (Con) = con sustitucion/suplementacion

MQ = Minerales quelatados, LSC = Levadura Saccharomyces cerevisiae

&b Medias en una columna con diferentes superindices difieren (P < 0.05)

8.3.3. Abundancia relativa de microorganismos en microbiota intestinal

Los cambios en la abundancia relativa de ADN para los microorganismos Lactobacillus

spp., Bacillus spp. y Bifidobacterium spp. en respuesta a la suplementacion con minerales

quelatados y levadura Saccharomyces cerevisiae se presentan en la Figura 9.
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En el caso de Lactobacillus spp., los resultados indican que las diferencias observadas
entre tratamientos son estadisticamente significativas, siendo el tratamiento con mineral
quelatado y levadura de manera individual los que presentaron una reduccién en compa-
racion con el grupo testigo, con valores de 0.47 y 0.39, respectivamente. Sin embargo, la
combinacion de ambos (mineral quelatado + levadura) resultd en un aumento significativo

(1.29) respecto a los valores individuales y al grupo control.

Para Bacillus spp., el mineral quelatado (1.05) y la levadura (2.09) presentaron valores
mayores respecto al control (1.0), pero la combinacién de ambos tratamientos mostr6 una
disminucion notable (0.62). No obstante, el andlisis estadistico indica que estas diferencias

no son significativas (P = 0.524).

Finalmente, en Bifidobacterium spp., tanto el mineral quelatado (0.39) como la levadura
(0.42) mostraron valores menores en comparacion con el testigo (1.0). Sin embargo, la
combinacion de ambos tratamientos (2.12) incrementd (P > 0.05) considerablemente los

valores, superando incluso al grupo control.
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Figura 9. Abundancia relativa de ADN de los microorganismos objetivo en muestras de
contenido cecal de codornices en respuesta al factor minerales quelatados y el factor leva-

dura S. cerevisiae.
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8.4. Discusion

En el estudio, se observaron valores relativos de pesos promedio a los 46 dias mas altos
en las aves suplementadas con levadura S. cerevisiae al 0.45% (101.0 g) frente a aquellas
sin levadura (99.1 g). Estos efectos positivos del factor levadura S. cerevisiae sobre el
peso vivo concuerdan con los resultados reportados por El-Kelawy y Elnaggar (2016),
quienes encontraron mejoras significativas en el crecimiento a 49 dias de codornices ja-
ponesas suplementadas con 0.4% de Saccharomyces cerevisiae en la dieta, alcanzando

pesos promedio de 228 g, en comparacion con 199 g en aves sin suplementacion.

En este estudio se observo un aumento en el consumo de alimento en aves suplementadas
con levadura S. cerevisiae (106 g) en comparacion con las no suplementadas (94 g).
El-Kelawy y Elnaggar (2016) también reportaron un incremento significativo con suple-
mentacion de levadura, registrando valores de 791-808 g en aves suplementadas durante
los dias 14-49, frente a 774 g en aquellas sin suplementacion. En pollos de engorda, Hoque
et al. (2021) informaron que la suplementacion con 1% de cultivo de Saccharomyces ce-
revisiae increment6 el peso vivo entre los dias 22 y 35 (1710 g en aves suplementadas
frente a 1663 g en aves no suplementadas). Sin embargo, a diferencia de los resultados de

este trabajo, no encontraron un efecto significativo en el consumo de alimento.

La eficiencia alimenticia reportada en este estudio fue menor en aves suplementadas con
levadura S. cerevisiae (Valor relativo 95.4) en comparacion con las no suplementadas
(106.9). Esto contrasta con lo reportado por Hoque et al. (2021), quienes observaron que
la suplementacion con 1% de levadura mejoro la conversion alimenticia entre los dias 22

y 35 de las aves que fueron suplementadas (1.658 g/g) frente a las no suplementadas (1.690
g/g).

La tasa de viabilidad observada en este estudio fue similar entre los tratamientos y no se
vio afectada significativamente por los factores minerales quelatados o levadura S. cere-
visiae. Sin embargo, estudios como el de Ray et al. (2014) reportaron una tasa de viabili-

dad superior (98.6%) en aves cuya dieta incluyd una sustitucion del 50% de fuentes

74



organicas de zinc, cobre y manganeso, en comparacion con el grupo alimentado con una
dieta control sin inclusion de minerales organicos, que obtuvo una viabilidad del 92.9%.
Quiza el hecho de que en el presente estudio incluso la viabilidad mas baja registrada
(98.39%) fue muy alta, haya contribuido a la ausencia de efecto significativo de la inclu-

sion de levadura o de minerales quelatados para mejorar la viabilidad.

En este estudio, no se encontraron diferencias significativas en el peso de las tibias, cuyos
valores oscilaron entre 0.59 y 0.60 g. Resultados similares (pesos de tibia entre 0.58 y 0.62
g, también sin diferencias estadisticas) fueron reportados por Muszynski ef al. (2020), al
suplementar dietas con 15 g/kg de Saccharomyces cerevisiae en codornices japonesas en
crecimiento. Ademads, dichos autores no detectaron un efecto significativo en el largo de
las tibias (46.0 - 46.3 mm). Sin embargo, en el presente trabajo, la suplementacion con
levadura mostré un efecto positivo en el largo de las tibias, registrandose valores signifi-
cativamente mayores en las aves alimentadas con este factor (49.2 mm) en comparacion

con aquellas que no lo recibieron (47.9 mm).

Suzer et al. (2017) observaron que el peso y la longitud de la tibia en pollos de engorda
fueron mayores en aves suplementadas con un 0.2 % y un 0.4 % de cultivo de levadura
Saccharomyces cerevisiae en la dieta. Especificamente, reportaron un peso de tibia de
11.14 g en ambos niveles de suplementacion, en comparacion con 10.45 g en el grupo
control. De manera similar, la longitud de la tibia fue superior en los grupos con 0.2 % y
0.4 % de levadura, con valores de 106.35 mm y 106.03 mm, respectivamente, frente a

103.77 mm en el grupo control.

Mecanismos por los cuales la levadura puede mejorar aspectos morfologicos del hueso,
como el aumento del largo encontrado en este estudio, fueron propuestos por Ariyoshi et
al. (2021), quienes evidencian que el B-glucano (polisacarido estructural de la pared celu-
lar) derivado de Saccharomyces cerevisiae puede suprimir la reabsorcion dsea, a través
de reducir la diferenciacion de los osteoclastosy proteger contra la reabsorcion 6sea en
modelos animales de osteoporosis y periodontitis (De O. Silva et al., 2015, 2017). Ade-

mas, multiples investigaciones han demostrado que compuestos de [B-glucanos son
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eficaces para estimular la formacion y regeneracion osea (Przekora y Ginalska., 2015;

Klimek et al., 2016).

En el presente estudio se observo un cambio significativo en la abundancia relativa de los
géneros Lactobacillus spp. y Bifidobacterium spp., dependiendo de los tratamientos em-
pleados. De manera consistente con estos hallazgos, Mirza et al. (2020) informaron que
el contenido de Lactobacillus spp. en muestras de contenido cecal de codornices japonesas
en crecimiento aumentd significativamente en los grupos suplementados con un 1 % de
Saccharomyces cerevisiae, en la dieta o en el agua de bebida. Los valores registrados
expresados como logaritmos de CFU/g fueron de 9.43 y 9.30, respectivamente, en com-

paracion con 8.71 del grupo sin suplementacion.

Otra concordancia a estos resultados obtenidos en la combinacion de factor levadura y
minerales quelatados del presente estudio fue la reportada por Kim et al. (2022), quienes
observaron que en pollos de engorde alimentados con 1g/kg de un cultivo liquido de le-
vadura viva de Saccharomyces cerevisiae con concentracion de 2.8 x 10* CFU/g. Ellos
reportaron una mayor abundancia relativa de Lactobacillus spp. (24.7%) en comparacion

con las aves alimentadas con la dieta control (15 %).

La mejora en la abundancia relativa de los géneros Lactobacillus spp. y Bifidobacterium
spp. observada unicamente en T4 del presente estudio, en el que se combinoé la levadura
y los minerales quelatados, sugiere la existencia de una posible sinergia entre los probio-
ticos y los minerales quelatados. Este tratamiento mostré efectos mas pronunciados en
comparacion con los grupos que recibieron solo uno de estos factores. Esta combinacion
nombrada bajo el término de “preparado funcional” podria representar mejor la interac-
cion sinérgica entre dos componentes que benefician la salud del huésped, y que no se
ajusta completamente a la definicion de un simbiotico clasico, que se refiere a combina-

ciones sinérgicas entre prebiodticos y probiodticos (De Vrese y Schrezenmeir, 2008).

No se encontraron reportes de literatura que demuestren una sinergia especifica entre la

combinacion de levadura y minerales quelatados en las codornices en crecimiento. Sin
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embargo, los simbioticos que incluyen la levadura Saccharomyces cerevisiae (como pro-
biotico) y un prebidtico (componente alimentario no viable que beneficia la salud del
huésped al modular la microbiota; Pineiro ef al., 2008), han mostrado capacidad para in-

fluir en la abundancia relativa de la microbiota.

Por ejemplo, Slizewska et al. (2020) reportaron que el simbidtico C (a base de Saccha-
romyces cerevisiae, otros probiodticos e inulina) aumento significativamente las bacterias
beneficiosas Bifidobacterium spp.y Lactobacillus spp. en la microbiota intestinal de po-
llos. En el yeyuno, los conteos de Bifidobacterium spp. fueron 2 6rdenes de magnitud
mayores y, en el ciego, 1 orden de magnitud mayor que en el grupo control, con valores
de 1.47-6.43x10° CFU/g y 4.90-8.73x10° CFU/g respectivamente tras 42 dias. Lactoba-
cillus spp. también aumentaron entre 2 y 4 6rdenes de magnitud, destacando en el ciego
con 1.01x10° CFU/g para el simbiotico C frente a valores mas bajos en los simbidticos A

y B.

Egorova et al. (2016) reportaron resultados consistentes con los obtenidos en este estudio,
al observar un aumento en el nimero de bacterias del género Lactobacillus spp. del 20.4%
(P <0.05) y 47.8 % (P < 0.005) en pollos de engorda en crecimiento suplementados con
Saccharomyces spp. viva a una dosis de 1 g/kg y con el probidtico Cellobacterine-T (un
probidtico basado en bacterias Bacillus subtilis) a una dosis de 1 g/kg, respectivamente,
en comparacion con el grupo control (sin suplementacion). No obstante, en contraste con
este trabajo, estos autores informaron una disminucion en la cantidad de bacterias de la
familia Bifidobacteriaceae del 44.9 % y 23.0 % en los grupos con Saccharomyces spp y

Cellobacterine-T, respectivamente.

Los beneficios observados en este estudio, tanto en el rendimiento productivo como en las
caracteristicas morfologicas y la modulacién positiva de la microbiota intestinal, podrian
atribuirse al potencial de Saccharomyces cerevisiae para mejorar la digestibilidad de los
componentes dietéticos. Esta levadura también incrementa la produccion de acidos grasos
volatiles en el intestino, lo que puede traducirse en un mejor desempefio general de las

aves (Dias et al., 2018; Liu et al., 2023).
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Ademas, se ha documentado que la levadura desempefia un papel en la modulacién de la
microbiota intestinal a través de diversos mecanismos, como la acidificacion del ambiente
intestinal mediante la produccion de é4cidos grasos voldtiles, previamente mencionada
(Dias et al., 2018). En este estudio, se observo un aumento en la abundancia relativa de
los géneros Lactobacillus spp. y Bifidobacterium spp., lo que refuerza esta funcion modu-

ladora de la levadura cuando se suplementa junto con los minerales quelatados.

Esto podria estar relacionado con los resultados beneficiosos observados, ya que Lacto-
bacillus spp. son bacterias acido-lacticas que fermentan carbohidratos en acido lactico,
contribuyendo al equilibrio de la microbiota intestinal. Estas bacterias no solo mejoran la
digestion y aumentan la absorcion de nutrientes, sino que también modulan el sistema
inmunologico e inhiben patdgenos intestinales, reduciendo asi el riesgo de infecciones

gastrointestinales (Lin ef al., 2023; Bastos et al., 2023).

Otro género probiotico de gran relevancia, Bifidobacterium spp., también contribuye a la
salud intestinal al colonizar el intestino, inhibir patdgenos y mejorar la digestion y absor-
cion de nutrientes, especialmente carbohidratos. Estas bacterias producen enzimas que
facilitan la descomposicion de nutrientes y tienen efectos inmunomoduladores, fortale-
ciendo el sistema inmunolégico del huésped (El-Sharkawy et al., 2020; Tian et al., 2022;
Hernandez-Granados et al., 2022).

Consecuentemente, tanto el aumento de dichos géneros (Lactobacillus spp. y Bifidobac-
terium spp) como los efectos benéficos sobre el rendimiento general de las codornices que
consumieron la dieta de T4, pudieron haber sido incrementados sinérgicamente por los
minerales quelatados de cobre, zinc y selenio, debido a que la literatura sefiala efectos de
modulacion de la microbiota intestinal por parte de estos micro minerales organicos en

distintas especies:
Muhammad et al. (2021) compararon los efectos de diferentes fuentes de selenio (organi-

cas ¢ inorganicas) en la poblacion microbiana cecal de gallinas de postura. Encontraron

que la suplementaciéon con 0,3 mg/kg de selenio organico proveniente de levadura
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enriquecida (10.47 Log'* nimero de copias/g ciego) y de Stenotrophomonas maltophilia
(10.55 Log'’ nimero de copias/g ciego) resultd en una poblacion bacteriana total signifi-
cativamente mayor en comparacién con las fuentes inorganicas (9.80 Log!® nimero de
copias/g ciego) y el grupo sin suplementacion de selenio (8.44 Log!'’ nimero de copias/g

ciego).

Ademas, se encontraron resultados similares a los de este estudio pues los grupos tratados
con selenio organico (levadura y Stenotrophomonas maltophilia enriquecida con selenio,
mostraron poblaciones més altas de Lactobacillus spp. con 7.36 y 7.70 Log!* nimero de
copias/g ciego respectivamente comparado con fuentes inorgéanicas y sin suplementar con
6.65 y 6.42 Log'" niimero de copias/g ciego respectivamente. La poblacion de Bifidobac-
terium spp. también aument6 significativamente, alcanzando 8.83 y 7.91 Log!® nimero
de copias/g ciego en los grupos suplementados con levadura y Stenotrophomonas maltop-
hilia, respectivamente. En comparacion, los grupos inorganico y control mostraron pobla-

ciones de 6.18 y 5.67 Log'" niimero de copias/g ciego, respectivamente.

El quelato de zinc también podria haber desempefiado un papel sinérgico en la modulacion
de la microbiota. Segun lo reportado por Diao et al. (2021), los lechones destetados que
fueron suplementados con 100 mg/kg de lactato de zinc en la dieta presentaron una mayor
poblacion de Lactobacillus spp. (8.03 log copias/g de digesta cecal) en comparacion con
los grupos suplementados con zinc inorganico y el grupo control, que mostraron 6.93 y

6.79 log copias/g de digesta cecal, respectivamente.

En cuanto al cobre Chen et al. (2023) reportaron que pollos de engorda desafiados con
coccidia, la suplementacion con 30 ppm de quelato de metionina hidroxianaloga de cobre
disminuy¢ significativamente el Cr de Lactobacillus spp (18.23) por ng de ADN cecal
comparado con la dieta sin suplementacion (20.26), lo que indica que aumento la abun-
dancia de este género benéfico en la microbiota de las aves, teniendo en cuenta que un
valor de Ct mas bajo significa que se necesitd menos ciclos para alcanzar el umbral, que

estaria dado por mayor concentracion del ADN objetivo (Livak y Schmittgen, 2001).
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Se ha reportado que la suplementacion de cerdos con un complejo de glicina-cobre (21%
de cobre y 25% de glicina) incrementa la abundancia de la familia Lactobacillaceae en
muestras fecales al dia 14, en comparacion con el dia 0 de experimento. En contraste, esta
misma familia bacteriana disminuyd cuando los cerdos fueron suplementados con sulfato
de cobre inorgéanico en dosis equivalentes (Lei et al., 2023). Esto sugiere que el cobre
quelatado en forma de glicina-cobre podria tener un efecto mas beneficioso sobre la mi-
crobiota intestinal que su forma inorgdnica, y haber contribuido sinérgicamente con los

resultados obtenidos.

8.5. Conclusiones Experimento 3

En conclusion, este estudio demuestra que la incorporacion conjunta de Saccharomyces
cerevisiae y minerales quelatados de cobre, zinc y selenio en la alimentacion de codorni-
ces en crecimiento puede representar una estrategia nutricional prometedora, pues la le-
vadura mostrd un efecto positivo en el crecimiento y desarrollo 6seo, mientras que los
minerales quelatados contribuyeron significativamente a la ganancia de peso. Ademas,
ambos factores favorecieron una alta viabilidad de las aves y, en combinacion, promovie-
ron un equilibrio positivo en la microbiota intestinal, incrementando la abundancia rela-
tiva de bacterias benéficas como Lactobacillus spp. y Bifidobacterium spp. Estos hallaz-
gos resaltan el potencial de este preparado funcional para mejorar el rendimiento produc-
tivo y la salud intestinal en aves de corral, lo que podria traducirse en una mayor eficiencia

en la produccién avicola.
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IX. CONCLUSIONES

La adicion de 0.45% (base seca) de levadura Saccharomyces cerevisiae en la alimentacion
de codornices en crecimiento resultd en un aumento del consumo de alimento y mejord
tanto la supervivencia como la tasa de utilizacion de proteina en las aves, sin alterar el
peso, la conversion alimenticia ni la ganancia de peso. Estos resultados prometedores sub-
rayan la necesidad de continuar investigando y profundizando en los efectos de la levadura

en la dieta de las codornices y otras aves en crecimiento.

Asi mismo, la sustitucion del 67% de minerales inorganicos de cobre, zinc, selenio por
sus formas quelatadas en la dieta de codornices en crecimiento puede ser una estrategia
nutricional efectiva para mejorar el rendimiento productivo, la viabilidad y la utilizacion
de minerales de gran importancia para el metabolismo de las aves como el cobre y el
hierro. Asimismo, se observaron efectos positivos en el desarrollo 6seo de la tibia con una
sustitucion parcial del 33%. Sin embargo, se requieren mas investigaciones para compren-
der mejor las posibles interacciones entre los minerales organicos e inorganicos a diferen-

tes niveles de sustitucion.

La suplementacion con levadura Saccharomyces cerevisiae y minerales quelatados con-
juntamente mostrd efectos generalmente favorables en el rendimiento productivo de las
codornices, donde la levadura destaco por mejorar el crecimiento y desarrollo 6seo, mien-
tras que los minerales quelatados beneficid principalmente la ganancia de peso. Ambos
factores mantuvieron una excelente viabilidad de las aves, evidenciando su potencial
como alternativas prometedoras para optimizar la nutricion y el desarrollo en la produc-

¢ion avicola.
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