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DESCRIPCION
Método para determinar el sexo de un embrion de pollo
Campo de la invencion

[0001] La presente invencion se refiere a un método para la determinacion espectroscopica del sexo in ovo de
huevos de aves fertilizados e incubados que comprende el paso de introducir ondas electromagnéticas en el
interior del huevo. Mas generalmente, la presente invenciéon se refiere a un método para analisis
espectroscopicos de huevos de aves fertilizados e incubados.

Técnica anterior

[0002] Se conoce el uso de la espectroscopia para determinar el sexo de un embridn de pollo. Por ejemplo, el
documento CA2991603 se refiere a un método y a un dispositivo para introducir una abertura en la cascara
calcarea de huevos de aves incubados, que tienen embriones contenidos en la misma, en la region del extremo
romo de los huevos incubados. Dentro de la region del extremo romo, hay una membrana exterior y una
membrana interior, entre las cuales hay una cdmara de aire. El dispositivo presenta un dispositivo de retencion,
en el que se colocan los huevos de ave incubados con el extremo puntiagudo orientado hacia abajo, donde el
embrién se coloca adyacente a la membrana interna; un primer dispositivo de deteccién para determinar la
posicién y la geometria de la camara de aire; y un dispositivo de apertura para introducir una abertura en la
cascara calcérea en el extremo romo del huevo de ave incubado por encima de la membrana interna tensada.
Gracias a la apertura de la cascara calcarea se puede realizar de manera fiable una determinacion del sexo del
embrién. Con ayuda de la apertura se puede determinar el sexo del embrién de forma no invasiva, por ejemplo
con ayuda de métodos espectroscopicos como espectroscopia Raman y/o espectroscopia de fluorescencia. Los
huevos de aves necesitan cerrarse de nuevo después de determinar el sexo. De este modo, se asegura un
desarrollo adicional del embrion.

[0003] Ademas, el documento WO 2017/174337 se refiere a un método y a un dispositivo para la determinacion
optica del sexo in ovo de huevos de aves fertilizados e incubados con los siguientes pasos: monitorizar la
progresion temporal de la incubacién hasta que se forma un vaso sanguineo detectable, realizar un orificio en la
cascara de carbonato de calcio del huevo de ave, buscar el vaso sanguineo que se forma en el huevo por medio
de un sistema de vision, colocar el vaso sanguineo, irradiar el vaso sanguineo con una fuente de haz laser que
emite una longitud de onda de excitacion.

[0004] Registrar la radiacion de retrodispersion del vaso sanguineo irradiado por medio de un detector que esta
conectado a una unidad de evaluacién. A estos les siguen los pasos de evaluar la radiaciéon de retrodispersion,
incluida la radiacion fluorescente en la unidad de evaluacién, a partir de la intensidad espectral registrada de la
radiacion fluorescente en un rango espectral desplazado hacia el rojo a la longitud de onda de excitacion, donde
las caracteristicas especificas del sexo de la sangre masculina y de la sangre femenina estan contenidas en la
intensidad y en el perfil espectral de la radiacion fluorescente registrada, y donde al menos uno de los valores de
intensidad determinados a partir de las intensidades espectrales medidas de la intensidad de radiacion
fluorescente con respecto a la sangre masculina presentan un valor diferente evaluable en comparacion con al
menos uno de los valores de intensidad determinados con respecto a la sangre femenina en los vasos
sanguineos, determinar el sexo del huevo del ave a partir de la diferencia de al menos uno de los valores de los
valores de intensidad fluorescente en la unidad de evaluacién y, a continuacion, mostrar al menos el sexo del
embridn en el huevo de ave determinado en la unidad de evaluacion.

[0005] Los métodos conocidos de determinacion 6ptica del sexo in ovo implican demasiado riesgo para el
embridn, en particular en un entorno industrial, porque el meétodo conocido requiere grandes aberturas en la
cascara del huevo.

[0006] El documento DE102007013107 describe otro método invasivo de determinacion del sexo in ovo en el
que se forman dos aberturas en la cascara del huevo y se introducen sondas dentro del huevo.

Sumario de la invencion

[0007] La presente invencion busca proporcionar un método para producir pollos donde la determinacion del
sexo de los embriones de pollo es mas fiable, y adecuado para su aplicacion a escala industrial, e implica menos
riesgo para el embrion.

[0008] Ademas, la presente invencion busca proporcionar un método para producir pollos que incluye determinar
el sexo de los embriones de pollo, donde se resuelve al menos parcialmente un problema con los métodos
conocidos.
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[0009] Ademas, la presente invencion busca proporcionar un método alternativo para producir pollos que incluye
determinar el sexo de los embriones de pollo.

[0010] Por lo tanto, la invencidn proporciona un método segun la reivindicacion 1.

[0011] Proporcionar al menos dos pasajes en una cascara de huevo de un huevo para permitir la entrada en un
interior del huevo y la salida del interior del huevo de ondas electromagnéticas permite distribuir la cantidad
requerida de ondas electromagnéticas entre mas pasajes. Por lo tanto, los pasajes pueden ser mas pequefios y
el dafio y perjuicio al huevo y al embrion es limitado, lo que es crucial para un huevo fertilizado delicado en un
entorno industrial.

[0012] En una forma de realizacion, la espectroscopia es espectroscopia laser. Aunque es concebible cada onda
adecuada para espectroscopia, el uso de un laser para espectroscopia tiene beneficios bien conocidos.

[0013] En una forma de realizacion del método, el paso a) comprende proporcionar pasajes en lados opuestos
del huevo. Proporcionar pasajes en lados opuestos del huevo permite aumentar la interaccion entre el embrion
y/o el vaso sanguineo en el interior del huevo y las ondas electromagnéticas. Esto es particularmente relevante
en el caso de espectroscopia de transmision y absorcion.

[0014] En una forma de realizacion del método, €l paso a) comprende proporcionar pasajes a una altura de un
embridn situado en el huevo. Proporcionar pasajes a la altura de un embrion situado en el huevo aumenta adn
mas la interaccion entre el embrién en el interior del huevo y las ondas electromagnéticas.

[0015] Segun la presente invencion, el paso a) se realiza usando procesamiento laser, y al menos un pasaje de
los varios pasajes tiene una dimensién entre 0,01 mm y 0,5 mm, en particular entre 0,01 mm y 0,05 mm. Estos
pasajes pequefios también tienen beneficios en relacion con la dispersién. El procesamiento laser es adecuado
en particular para hacer un pequefio pasaje en la cascara del huevo. La dimension es generalmente un diametro
del pasaje. El pequefio diametro del pasaje también permite usar capacidades de autocierre del huevo con
respecto al pasaje, de modo que el riesgo de dafar el embridon se reduce ain mas. El pasaje puede tener una
forma cilindrica, sin embargo, también es concebible una forma coénica.

[0016] En una forma de realizacion del método, se retira una cascara calcarea externa mediante el
procesamiento laser para proporcionar al menos un pasaje de los varios pasajes mientras se mantiene una
membrana de huevo adyacente a la cascara calcarea. Este pasaje facilta la entrada de las ondas
electromagneéticas en el interior del huevo pero, sin embargo, todavia cierra el interior del huevo por la membrana
interior. Por lo tanto, el riesgo de dafiar el embrién se reduce ain més.

[0017] En una forma de realizacion del método, el paso c¢) comprende detectar ondas electromagnéticas que
salen del huevo en al menos dos pasajes de los varios pasajes. Esto aumenta la cantidad de ondas
electromagneéticas detectadas a la vez que evita la necesidad de una gran abertura que normalmente es
requerida para esa cantidad. Se entendera que las ondas electromagnéticas detectadas se usan como entrada
para la espectroscopia.

[0018] En una forma de realizaciéon del método, el paso c) comprende detectar individualmente ondas
electromagneéticas que salen del huevo en cada uno de los al menos dos pasajes de los varios pasajes. La
deteccion individual en cada uno de los dos, o incluso todos, los pasajes permite crear una redundancia y
mejorar la deteccion.

[0019] En una forma de realizacion, el método comprende ademas proporcionar los varios pasajes con un patron
que define su distribucion espacial sobre la cascara de huevo.

[0020] Un dispositivo de prueba configurado para realizar el método de cualquier reivindicacion anterior se
proporciona como un ejemplo fuera del alcance de la presente invencion.

[0021] También se proporciona un método fuera del alcance de la presente invencion y para analisis
espectroscopicos in ovo de huevos de aves fertilizados e incubados que comprende los pasos de:

—  formar un pasaje en una cascara de huevo de un huevo,
- detectar un vaso sanguineo en el interior del huevo,

- proporcionar un pasaje en el vaso sanguineo,

—  expulsar una cantidad de sangre del vaso sanguineo;

—  someter la cantidad de sangre a espectroscopia.
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[0022] La realizacion de espectroscopia directamente sobre la cantidad de sangre reduce la cantidad requerida
de ondas electromagnéticas y, por lo tanto, los pasajes pueden ser incluso mas pequefios y el dafio y perjuicio al
huevo y al embrién es limitado, lo que es crucial para un huevo fertilizado delicado en un entorno industrial.

[0023] El pasaje se forma o proporciona en un vaso sanguineo que forma parte de, o esta altamente integrado
con, una membrana en el interior del huevo, méas precisamente, la membrana corioalantoica.

[0024] En un ejemplo del método, proporcionar un pasaje en el vaso sanguineo se realiza cortando con laser el
vaso sanguineo a través del pasaje en la cascara de huevo. Esto permite usar procesamiento laser tanto para
formar un paso en la cascara de huevo como para el paso en el vaso sanguineo.

[0025] En un ejemplo del método, los pasos de

—  expulsar una cantidad de sangre del vaso sanguineo; y
—  someter la cantidad de sangre a la espectroscopia

se realizan en el interior del huevo. Esto facilita someter la sangre mas directamente a la espectroscopia.
Realizado en el interior del huevo significa que al menos la interaccion entre la cantidad de sangre y las ondas
electromagneéticas usadas para la espectroscopia se produce en el interior del huevo.

[0026] En un ejemplo, el método comprende

—  donde expulsar una cantidad de sangre del vaso sanguineo comprende expulsar una cantidad de sangre
del vaso sanguineo a un exterior del huevo; y

— donde someter la cantidad de sangre a espectroscopia comprende someter la cantidad de sangre a
espectroscopia en el exterior del huevo. Esto facilita ain mas someter la sangre mas directamente a
espectroscopia.

[0027] Aunque la cantidad de sangre se analiza "ex ovo", el método puede considerarse todavia un metodo "in
ovo" porque el embrién esta todavia "in ovo".

[0028] En un ejemplo del método, la expulsion de la cantidad de sangre del vaso sanguineo y a traves del pasaje
al exterior del huevo comprende;

- un fluido que acopla un interior del huevo a una fuente de presion,

—  controlar la presion en el interior del huevo por la fuente de presion,

—  expulsar la cantidad de sangre del interior del huevo al exterior del huevo como resultado de la presion en
el interior del huevo. Esto facilita la expulsion de la cantidad de sangre al exterior del huevo.

[0029] En un ejemplo del método, la espectroscopia comprende espectroscopia laser. Aunque es concebible
cada onda adecuada para espectroscopia, el uso de un laser para espectroscopia tiene beneficios bien
conocidos.

[0030] En un ejemplo del método, los analisis comprenden la determinacion del sexo de huevos de aves
fertilizados e incubados.

Breve descripcion de los dibujos

[0031] La presente invencion se describira con mas detalle a continuacion, con referencia a los dibujos adjuntos,
en los que

La figura 1 es una vista lateral en seccion transversal de un huevo sometido al método segun la invencion;

La figura 2 es una vista lateral en seccion transversal de un huevo sometido a otra forma de realizacién del
método segun la invencion,

Las figuras 3A-C muestran diferentes vistas laterales en seccion transversal de un huevo sometido a un
método fuera del alcance de la invencion,

La figura 4 es una vista lateral en seccion transversal de un huevo sometido a otro ejemplo del método de las
figuras 3A-C.

Descripcion de formas de realizacion
[0032] La figura 1 es una vista lateral en seccion transversal de un huevo 1 sometido al método segun la

invencion. El huevo de ave 1 se fertiliza y se incuba durante un cierto periodo de tiempo. El huevo 1 sostiene por
lo tanto un embridn de pollo 7 en un cierto grado de desarrollo. Para determinar el sexo del embrion de pollo 7, el
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huevo 1 se somete a un método para la determinacién espectroscépica del sexo in ovo de huevos de aves
fertilizados e incubados.

[0033] El metodo comprende el paso de proporcionar un nimero de pasajes 1a, 1b en una cascara de huevo 2
del huevo 1. La provision o formacion de dicho pasaje 1a, 1b se realiza usando procesamiento laser. Por lo tanto,
el pasaje 1a, 1b puede tener un diametro pequefio entre 0,01 mm y 0,5 mm, en particular entre 0,01 mm y 0,05
mm. Los pasajes 1a, 1b permiten la entrada de ondas electromagnéticas en forma de un haz laser en un interior
4 del huevo 1 asi como la salida del interior 4 del huevo 1. Los orificios 1b se abren en la llamada celda de aire 3
del huevo 1. Los orificios 1a desembocan en el interior principal 4 del huevo 1 donde se situa el embrién 7. El
huevo comprende pasajes 1a, 1b en lados opuestos del huevo 1. En este caso, el huevo 1 comprende los
pasajes 1a, 1b en lados opuestos del huevo 1 en el eje central 14 del huevo 1.

[0034] El huevo comprende los pasajes 1a, 1b a la altura del embrién 7 situado en el huevo 1. En este caso,
estos pasos 1a, 1b se proporcionan en el lado romo del huevo 1. Los pasajes 1a, 1b se proporcionan segun un
patrén que define su distribucion espacial sobre la cascara de huevo.

[0035] El metodo comprende el paso de introducir el haz laser en el interior 4 del huevo 1 a traves, aqui un
orificio 1a. El haz laser 5 introducido en el interior 4 interactda con el embrion 7. La interaccion entre el haz laser
y el embridon 7 da como resultado una caracteristica detectable. La interaccion puede consistir en transmision,
absorcion, reflexion o cualquier otra interaccion adecuada. La caracteristica detectable se determina por
espectroscopia sobre el haz laser que sale del interior 4 del huevo 1 en los orificios 1a, 1b. En este caso, el haz
laser 6 sale por varios orificios 1a, 1b. El haz laser 6 puede detectarse individualmente en dos o mas pasajes.
Alternativamente, se puede usar un detector conjunto para detectar los haces laser que salen de los pasajes 1a,
1b. El andlisis de la luz, aqui la luz l4ser, por espectroscopia se conoce per se y, por lo tanto, no se describe en
esta solicitud. Basdndose en la caracteristica determinada, se determina el sexo del embridon de pollo 7. La
determinacion implica comparar una caracteristica con una respuesta de referencia conocida a la luz laser de un
embrién con un sexo definido para determinar el sexo del embridn de pollo 7.

[0036] La figura 2 es una vista lateral en seccion transversal de un huevo 1 sometido a otra forma de realizacion
del método segun la invencion. Se describe la diferencia con la forma de realizacion de la figura 1. El huevo 1
tiene un pasaje 1a que permite la entrada de ondas electromagnéticas en forma de un haz laser en un interior 4
del huevo 1. El huevo 1 tiene otros pasajes 1a que permiten la salida de ondas electromagnéticas en forma de
un haz laser desde el interior 4 del huevo 1. Una fuente laser 8 emite el haz laser 5 a través del pasaje 1a al
interior 4 del huevo 1. Un detector 9 recibe el haz laser 6a que sale del pasaje 1a para proporcionar datos para
analisis espectroscopicos. Aqui, el detector 9 detecta individualmente ondas electromagnéticas que salen del
huevo en los pasajes individuales 1a.

[0037] Las figuras 3A-C muestran diferentes vistas laterales en seccién transversal de un huevo 1 sometido a un
método que forma un ejemplo fuera del alcance de la invencion.

[0038] El huevo de ave 1 se fertiliza y se incuba durante un cierto periodo de tiempo. El huevo 1 sostiene por lo
tanto un embridn de pollo, que no se muestra en este documento, en un cierto grado de desarrollo. Para analizar
el embridn de pollo 7, el huevo 1 se somete a un meétodo para andlisis espectroscopicos in ovo que pueden
incluir determinaciéon de sexo de huevos de aves fertilizados e incubados. El método para analisis
espectroscopicos in ovo de huevos de aves fertilizados e incubados que comprende el paso de proporcionar un
pasaje 1a en la cascara de huevo del huevo 1. En el interior 4 del huevo 1 se detecta un vaso sanguineo 10. El
vaso sanguineo 10 se muestra muy esquematicamente con fines ilustrativos. En realidad, el vaso sanguineo 10
es parte de, o esta altamente integrado con una membrana en el interior 4 del huevo 1. La membrana, que se
denomina generalmente "membrana coriocalantoica” no se muestra en el presente documento. El vaso sanguineo
10 puede detectarse por cualquier medio adecuado, como un medio de obtencion de imagenes. Después de que
se detecta el vaso sanguineo 10, se forma o proporciona un pasaje 11. Aqui, el pasaje 11 en el vaso sanguineo
10 se forma cortando con laser el vaso sanguineo a través del pasaje 1a en la cascara de huevo 2. Después de
que se forma €l paso 11 en el vaso sanguineo 10, se expulsa una cantidad de sangre del vaso sanguineo. Por lo
tanto, la sangre es mas libremente accesible para analisis como la espectroscopia.

[0039] Aqui, la cantidad de sangre se somete a espectroscopia, en este caso espectroscopia laser, en el interior
4 del huevo 1 como se muestra en la figura 3C y se describe en relaciéon con 2. Por lo tanto, la cantidad de
sangre es expulsada desde el vaso sanguineo 11 al interior 4 del huevo 1 y luego la cantidad de sangre es
sometida a espectroscopia en el interior 4 del huevo 1. En otras palabras, ambos pasos de expulsion y
espectroscopia en breve se realizan en el interior 4 del huevo 1.

[0040] La Fig. 4 es una vista lateral en seccion transversal de un huevo 1 sometido a otro ejemplo del método de
las Fig. 3A-C, que es el método para la determinacion espectroscopica de analisis in ovo de huevos de aves 1
fertilizados e incubados. Los analisis pueden comprender la determinaciéon del sexo de huevos de aves 1
fertilizados e incubados. El método comprende expulsar una cantidad de sangre del vaso sanguineo 10
mostrado en la figura 3C, al exterior del huevo 1. Después de expulsar la cantidad de sangre 12 del vaso
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sanguineo 10 mostrado en la figura 3C, al exterior del huevo 1, la cantidad de sangre 12 se somete a
espectroscopia en el exterior del huevo 1. Aqui, la expulsion de la cantidad de sangre 12 del vaso sanguineo y a
través del pasaje 1a al exterior del huevo 1 comprende acoplar fluidamente un interior 4 del huevo 1 a una fuente
de presion. La fuente de presion es una copa de presion 13 que esta conectada en el lado romo del huevo donde
esta situada la celda de aire 3 del huevo 1. La cascara 2 del huevo 1 es permeable en la celda de aire 3 y, por lo
tanto, es posible controlar la presion en el interior 4 del huevo 1 por la fuente de presion. La expulsion de la
cantidad de sangre 12 desde el interior 4 del huevo 1 al exterior del huevo 1 se facilita como resultado de la
presion controlada en el interior 4 del huevo 1.
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REIVINDICACIONES

1. Método para la determinacion espectroscopica del sexo in ovo de huevos de aves fertilizados e incubados (1)
que comprende los pasos de:

a. proporcionar al menos dos pasajes (1a, 1b) en una cascara de huevo (2) de un huevo para permitir la
entrada en un interior (4) del huevo y la salida del interior del huevo de ondas electromagnéticas adecuadas
para espectroscopia, realizandose el paso usando procesamiento laser, y teniendo los al menos dos pasajes
una dimensién entre 0,01 mmy 0,5 mm,

b. introducir ondas electromagnéticas en el interior del huevo en un pasaje (1a) de los al menos dos pasajes
(1a, 1b),

c. detectar ondas electromagnéticas que salen del huevo en €l otro pasaje (1b) de los al menos dos pasajes
(1a, 1b),

d. analizar por espectroscopia las ondas electromagnéticas de salida en dicho otro pasaje de los al menos
dos pasajes, donde un detector (9) recibe las ondas electromagnéticas de salida en dicho otro pasaje para
proporcionar datos para analisis espectroscopicos; y

e. determinar el sexo de un embridn de pollo (7) basandose en el paso d).

2. Método segun una reivindicacion anterior, donde la espectroscopia es una espectroscopia laser (6a).

3. Método segun una reivindicacion anterior, donde el paso a) comprende proporcionar pasajes (1a, 1b) en lados
opuestos del huevo.

4. Método segun una reivindicacion anterior, donde el paso a) comprende proporcionar pasajes (1a, 1b) a una
altura de un embrién situado en el huevo.

5. Método segin una reivindicacion anterior, donde al menos un pasaje de los al menos dos pasajes (1a, 1b)
tiene una dimensién comprendida entre 0,01 mm y 0,05 mm.

6. Método segln una reivindicacion anterior, donde se retira una cascara calcarea externa mediante el
procesamiento laser para proporcionar al menos un pasaje de los al menos dos pasajes (1a, 1b) mientras se
mantiene una membrana de huevo adyacente a la cdscara calcérea.

7. Método segun una reivindicacion anterior, donde el paso c) comprende detectar ondas electromagnéticas que
salen del huevo en al menos dos pasajes de los al menos dos pasajes (1a, 1b).

8. Método segun la reivindicacion 7, donde el paso c¢) comprende detectar individualmente ondas
electromagnéticas que salen del huevo en cada uno de los al menos dos pasajes (1a, 1b).

9. Método segun una reivindicacion anterior, y que comprende ademas proporcionar los al menos dos pasajes
(1a, 1b) con un patrén que define su distribucidn espacial sobre la cascara de huevo.
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