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RESUMEN

El objetivo de la investigacion fue determinar los cambios hormonales y andtomo-
histologicos del aparato reproductor de la gallina ponedora Hy-Line en estado de cluequés. Se
selecciond 32 gallinas cluecas y 32 ponedoras de la Agropecuaria “Carpena”- Lambayeque. Se
usd Radioinmunoanalisis (RIA) para determinar estrogenos y progesterona, €l ensayo Inmuno-
enzimético (ELISA) para prolactina; hematoxilinay eosina (H-E) parala coloracion histoldgica.
El intervalo confidencia al 95% delos niveles de estroégenos, progesteronay prolactina en cluecas
y ponedoras es de 20.28<u<118.04 pg/ml y 163.22<u<291.88 pg/ml; 0.05<u<0.17 ng/ml y
0.55<u<2.45 ng/ml; 26.99<u<44.80 ng/ml y 11.96<u<22.26 ng/ml; la diferencia existente en las
fases etarias es significativa solo en los estrogenos para las cluecas y la prolactina para las
ponedoras. Las caracteristicas corporales externas en gallinas cluecas y ponedoras tienen
diferencias altamente significativas (P<0.01). El peso, largo y grosor del estroma ovérico en
cluecas y ponedoras difieren significativamente. Las cluecas tienen 41.81+15.44 foliculos
vitelogénicos blancos, no tienen foliculos vitelogénicos amarillos ni post-ovulatorios; las
ponedoras tienen 291.07+40.4 folicul os vitelogénicos blancos, 5.6+0.9 foliculos postovulatorios
y 6.5+1.3 foliculos vitelogénicos amarillos en jerarquia con tendencia exponencia. El peso,
longitud, diametro y grosor del infundibulum, magnum, istmo, Utero y vagina mantienen
diferencias altamente significativas en cluecas y ponedoras. Microscopicamente, € estroma
ovéarico de cluecas tiene gran cantidad de foliculos con atresialipoidal. En ponedoras, abundante
tgjido intersticial, vasos sanguineos en lazonamedular y enlacortical gran cantidad defoliculos
en desarrollo. El oviducto de ponedoras presenta una capa serosa, una muscular con fibras
longitudinales y circulares, una mucosa con pliegues revestidos de epitelio cilindrico ciliado,
células caliciformes y glandulas tubulares en la lamina propia, con abundante tejido conjuntivo
laxo, irrigacion e inervacion. Las cluecas tienen la misma estructura con pliegues muy pequerios
con epitelio cilindrico ciliado, células caliciformes, glandulas tubulares atrofiadas y abundante
tejido conectivo denso.

Palabras clave: estroégenos, progesterona, prolactinga, gallinas cluecas, cambios andtomo

histol 6gicos.

XVi



ABSTRACT

The objective of the research was to determine the hormonal and anatomical -histological
changes of the reproductive Hy-Line laying hen in broody state apparatus. 32 broody and 32 layer
hens of Agricultura "Carpena' in Lambayeque were selected. Radioimmunoassay (RIA) was
used to determine estrogen and progesterone, the immuno-enzyme assay (ELISA) for prolactin;
hematoxylin and eosin (H-E) for histological staining. The confidenceinterval at 95% of estrogen,
progesterone and prolactin levels in broody and laying is 20.28 <u<118.04 pg / ml and 163.22
<p<291.88 pg / ml; 0.05 <p<0.17 ng / ml and 0.55 <p<2.45 ng / ml; 26.99<u<44.80 ng / ml and
11.96<p<22.26 ng/ ml; the differencein the age phasesis significant only for estrogen for broody
hens and for prolactin for laying hens. The external body characteristicsin laying and broody hens
have highly significant differences (P <0.01). The weight, length and thickness of the ovarian
stroma in broody and laying hens differ significantly. Broody hens have 41.81 + 15.44 white
vitellogenic follicles, do not have yellow vitellogenic or post-ovulatory follicles; layers have
291.07 £ 40.4 white vitellogenic follicles, 5.6 £ 0.9 postovulatory follicles and 6.5 £+ 1.3 yellow
vitellogenic folliclesin hierarchy of exponential trend. The weight, length, diameter and thickness
of the infundibulum, magnum, isthmus, uterus and vagina remain highly significant differences
inlaying and broody. Microscopically, the broody ovarian stromahaslots of follicleswith lipoidal
atresia. In layers, abundant interstitial tissue, blood vesselsin the medullazone and in the cortical
lots of developing follicles. The oviduct of laying layer has a serosa layer, a muscle layer with
longitudinal and circular fibers, a mucosal folds lined with ciliated columnar epithelium, goblet
cellsand tubular glandsin the lamina propria, with plenty of loose connective tissue, blood supply
and innervation. The broody hens have the same structure with very small folds with ciliated

columnar epithelium, goblet cells, atrophied tubular glands and abundant dense connective tissue.

Key words: estrogen, progesterone, prolactin, broody hens, anatomic histological changes.
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CAPITULO|

INTRODUCCION

La conducta de incubacion [lamada también cluequés o cloquera se refiere a estado
conductual y fisiolégico que permite a la gallina mantener un ambiente apropiado para €l
desarrollo embrionario delos huevos. Enlacrianzade gallinas de postura de huevos paraconsumo
humano es de suma preocupacion para € avicultor la presencia de esta conducta en las aves, ya
gue se presentadurante todalafase de postura. Las aves muestran estados de cluequés periodicos
y repetitivos, generando pérdidas econdmicas sumamente importantes; porque se correlaciona
negativamente con la produccion de huevos y |os productores gastan sobre el 50% de la mano de

obradiaria en intentar prevenir e interrumpirlo (Guemené, Kansaku, Zadworny 2002, 18-21).

La cluequés es un estado caracterizado por la paralizacion de la postura en cualquier etapa
del ciclo de produccion de las gallinas; s no se adopta ninguna medida correctiva, su
manifestaciOn aumenta hasta aproximadamente un 10% a20% delasgallinasy persistealo largo
del ciclo productivo. Las aves pueden perder sobre el 30% de su peso corporal por €l bgjo consumo
de aimento, consecuentemente hay movilizacién de las reservas corporales como fuentes de
energia y e aparato reproductor experimenta una involucion, producto del desequilibrio
hormonal, el area abdomina ventral se vuelve edematosa con pérdida de plumas y atamente
vascularizada, la cloaca se torna firme y seca y los huesos pelvianos permanecen mas juntos;
consecuentemente no hay postura de huevos (Klein-Hessling 2008, 11-13).

Lamanifestacion de la conducta de incubacion esta inducida por |as interacciones entre el
ambiente, e genotipo y & sistema endocrino de las aves (Klein-Hessling 2008, 11-13); es un
caracter dominantey se presenta cuando la crianzade las aves es en piso, laque en laactualidad
es la mas recomendada por el bienestar del animal. En & Departamento de Lambayeque, afio
2012, la poblacion total de gallinas fue de 744,577 (Oficina de Estudios Econdmicos y
Estadisticos 2012, 48). En laprovincia de Chiclayo existen 15 granjas avicol as de postura con una
poblacion promedio de 26,800 aves cada una. El 86% de granjas actualmente cria'y explota la
ponedoraHy-Line, delas cuaes e 66.7% lo hace de maneratradicional, esdecir en piso (Vasquez
Sanchez 2006,71-73), en la que las aves pueden cambiar rapidamente de la condicion de
ponedoras a cluecas caracterizadas por la regresion del ovario y oviducto, comportamiento de
incubacién, hiperprolactinemiay falta de postura (Khalil et a. 2009, 523-528).

1



Toda esta problemética motivé la realizacion del presente estudio, € cua tuvo como
finalidad dar respuesta a la siguiente interrogante principal: ¢Cuales son los cambios de
estrégenos, progesteronay prolactinay anatomo histol 0gicos del aparato reproductor delagallina

ponedora Hy-Line durante el estado de cluequés en la fase productiva?

En gallinas ponedoras tales como las Lohmann Brown, Harco Sex Link, IsaBrown y Hy-
Line entre otras, la aplicacion de programas de seleccion genética ha contribuido a la reduccion
delaincidenciadelacloquera; sin embargo, enlaactualidad |os productores avicol as deben tomar
medidas especificas con € fin de prevenirla o interrumpirla. Los méodos fisicos son muy
eficaces, pero requieren de tiempo y de una gran especializacion del encargado de granja; en éste
contexto, los avances farmacol 6gicos e inmunol 0gicos son muy importantes pero ninguno esta
disponible: asi por gemplo se estudia la prevencion de la hiperprolactinemia de las gallinas
administrando anticuerpos contra prolactina (Reddy, David y Raju 2006, 156-161).

En vistadelaimportanciaquetiene en laexplotacion avicolalapresentacion delacloquera
en la ponedora Hy-Line, prevenirla significa tener un conocimiento profundo de los factores que
influencian su presentacion, como los de mangjo, genética y fisioldgicos, asi como los perfiles
hormonalesy las caracteristicas anatomo histol dgicas del aparato reproductor delas gallinas, todo
esto nos lleva a formular la siguiente hipétesis. durante € estado de cluequés, los perfiles
hormonales de estrogenos, progesterona y prolactina y las caracteristicas andtomo histologicas
del aparato reproductor de las ponedoras Hy-Line se alteran de modo significativo en comparacion
a las de postura normal. Consecuentemente, la presente investigacion tuvo como objetivo
determinar los perfiles hormonales de estrogenos, progesterona y prolactina e identificar los
cambios anatomo histol6gicos del ovario y oviducto de las gallinas en estado de cluequés durante

lafase productiva, en comparacion con las gallinas ponedoras.



CAPITULO I

REVISION DE LITERATURA

2.1 Antecedentes

2.1.1 Anatomia del Aparato Reproductor y Funcionamiento Hormonal enla  Cluequés

El aparato reproductivo de la gallina estéa compuesto por dos partes esenciales. ovario y
oviducto izquierdos, encontrandose atrofiado € érgano del lado derecho. En la formacion del
huevo intervienen dos estructuras anatdmicas diferentes; € ovario, paralayema, y € oviducto,
paralaclaray lacascara. Laovulacion es la que permite e paso del ovulo a oviducto (Ricaurte
Galindo 2006, 1-16).

El ovario de Patagioenas maculosa en la etapa de reposo posee forma triangular y se
visualiza pequefios folicul os de color blanquecino en su superficie, pero amedidaque se aproxima
la época reproductiva la gbnadaincrementa el peso y tamafio, adquiriendo un aspecto arracimado
por la presenciade cuatro o cinco foliculos amarillos de diferentes tamarios (Maron, Bulfon y Bee
de Speroni 2012, 43-49).

El ovario esta unido ala cavidad abdominal por los ligamentos mesovaricos e irrigado por
la arteria ovarica, la que penetra a través del tallo folicular ramificAndose en cada uno de los
foliculos. Las venas que recogen la sangre de la gonada constituyen dos troncos venosos, uno
anterior y otro posterior |os gue desembocan en lavena cava posterior (Altamirano, Bulfon y Bee
de Speroni 2009, 61-66).

En e funcionamiento del sistema reproductor del ave intervienen: e hipotdamo, la
pituitaria anterior o adenohipdfisis, e ovario (jerarquia de foliculos), € oviducto (donde se
depositala albimina, las membranas internasy el cascaron), €l higado (formacion deyema) y €
sistema 0seo (fuente de minerales para la formacién de la cascara del huevo). Cuando la pollita
nace, lleva consigo las células “germinales” que tendra durante su vida productiva; una hembra
joven tiene més de un millon de foliculos en su ovario, las aves inmaduras no tienen un canal de

comunicacion organizado entre el hipotalamo, la pituitaria anterior y €l ovario.



En la pubertad, esta comunicacion se establece y las aves empiezan a reclutar foliculos de
un depdsito de pequefios foliculos en e ovario, lo cual conduce alainiciacién de la produccion

de huevos (Robinson y Renema 1999, 1-6).

Cuando la polla percibe la duracién del dia, seréa esto suficiente para iniciar € desarrollo
reproductivo (minimo 11 a 12 horas), la energia luminica es convertida en impul sos nerviosos en
el hipotadlamo. Estos mensgjes nerviosos estimulan la liberacion de la hormona |uteinizante
(LHRH), lacua viga una corta distancia en €l torrente sanguineo a la pituitaria anterior; aqui
estimula la produccién y liberacion de la hormona foliculo estimulante (FSH) y la hormona
luteinizante (LH). Este proceso no ocurre hasta que el hipotalamo est& funcionalmente “maduro”
(capaz de responder a la luz y mecanismos de feedback hormonales). La madurez hipotalamica
en combinacion con sefiales positivas de diversos factores metabdlicos es fundamenta para que
lapollitaresponda alaestimulacion luminicaalas 18 a 23 semanas de edad con madurez sexual
(Robinson y Renema 1999,1-6).

LaFSH y laLH actian anivel del ovario para estimular la produccién de foliculos, los
foliculos pequefios producen androgenos y estrogenos; estas hormonas esteroides mandan
informacion al hipotalamo paraayudar aregular 10s niveles hormonales sexuales y para estimular
el desarrollo de caracteres sexuaes secundarios, esta produccion de esteroides lleva a la
transformacion de una pollita en gallina. En particular, e oviducto se desarrolla y crece para
secretar albimina, e higado se vuelve un 6rgano que metaboliza lipidos produciendo un tipo
particular de grasa destinadaalaproduccion delayemadel huevo, loshuesoslargos seinvolucran
en el metabolismo del calcio, y numerosos cambios se empiezan a percibir en la apariencia del
ave. Lacrestase desarrollay enrojece, el ave puede perder agunas plumas primariasy desarrollar
un plumaje “prenupcial” y los huesos pubicos se ensanchan para dar paso al huevo; existe mucha

variabilidad de esta caracteristica en |as diferentes lineas de ponedoras (Mattiello 2009).

El control de lareproduccién ocurre entresniveles: €l hipotdlamo, lapituitariay el ovario.
El aterar e ambiente hormonal en cualquiera de éstos niveles, mediante cambios en |la etapa de
consumo de aimento o en el medio ambiente, afectara e funcionamiento de todo e sistema.
Terminada la temporada de reproduccién, e acortamiento de los dias de verano estimula la

resorcion del tejido gonadal y permite el inicio de lamuda (Mattiello 2009).



Hay dos diferentes regiones en la adenohipéfisis de lamayor parte de las especies de aves.
la region rostral, responde por la produccion de prolactina, TSH, y ACTH y la regién caudal,
responde por la produccién de lahormonadel crecimiento. Algunas hormonas son producidas en
las dos regiones; las gonadotropinas, por gemplo, han sido encontradas en las dos areas. La
glandula pituitaria también es responsable por la secrecidn de prolactina en aves, ésta hormona
cumple un papel importante tanto en la reproduccién como en el metabolismo; en palomas, la
prolactina estimulala produccion de leche de crianza, adiciona mente en muchas especies de aves
se observan altas concentraciones de prolactina durante los periodos de incubacion o cluequés
(Gutiérrez 1999, 151-174).

Las células que producen la hormona foliculo estimulante (FSH) han sido encontradas en
laregion caudal y cefdlica de la hipdfisis, éstas estan dispuestas en pares, asi como también se
encuentran separadas (Erdost 2005, 1125-1128).

El inicio delapostura de huevos en pavas se asocia con aumentos en los nivel es circulantes
de lahormona |uteinizante (LH) y esteroides ovaricos (progesteronay estradiol) y la conducta de
incubacién se asocia con la disminucién en los niveles plasmaticos de LH y esteroides ovaricos,
ademéas con los aumentos de la prolactina. Estos aumentos en los niveles de prolactina se

encuentran directamente bajo lainfluencia estimulante del péptido intestinal vaso activo (VIP).

En 1935 se demostro que la prolactina era un factor causal en lainduccién de la conducta
de incubacion en “lineas muy cluecas” de gallinas. El rol de la prolactina durante la conducta de
incubacion no esta todavia claro, pero si se sabe que niveles atos de prolactina son un requisito
indispensable para esta conducta, ademéas se asocia a la involucion gonadal, afagia y adipsia
(Guemené, Kansaku, Zadworny 2002,18-21).

Factores medioambientales como alta temperatura, luz opaca, iluminacién no uniforme,
pocas horas de luz, alojamiento en piso, acceso a nidal y presencia de huevos en los nidos, estan
asociados al problema de la cluegués. Para que una hembra manifieste la conducta de incubacion
debe acanzar un umbral de estimulos medioambientales en conjunto con un umbral
endocrinol égico, los cuales dependen de un trasfondo genético. Las hembras que expresan tal
conducta pueden ser mas sensibles que otras a los factores estimulantes (Guemené, Kansaku,
Zadworny 2002,18-21).



Niveles altos de Inhibin-B y Prolactin se encuentran en pavas que estan incubando y
valores bajos en pavas ponedoras; niveles atos de FSH, LH, Estradiol-17-B, Progesterona, y
Testosterona se encuentran en ponedoras, mientras val ores bagj os se encuentran en pavas que estan
incubando. Estos resultados demuestran claramente la correlacion negativa encontrada entre la
Inhibin-B y niveles de Prolactinay la gonadotropinay concentraciones hormonal es de esteroides
durante los diferentes estados reproductivos en las pavas. En contraste, existe una correlacion
positiva atamente significativa entre las gonadotropinas y las concentraciones de las hormonas
esteroides, durante |os diferentes estados reproductivos de las pavas (Khalil et a. 2009, 523-528).

La secrecion de prolactina en gallinas cluecas se ve facilitada por la presencia de los
pollitosy e aumento de |as concentraciones de prol actinaen plasmamantiene el comportamiento
de incubacion; en las gallinas que estan incubando, la secrecion de LH y prolactina puede ser
regul ada en parte de formaindependiente. Ademas, la secrecién de LH también puede ser inhibida
por el aumento de prolactinaen plasma. Laprolactinaes generalmente aceptada como crucial para

el inicio y e mantenimiento de la cluequés en especies aviares (Jiang et al. 2005, 839-845).

La prolactina (PRL) es una hormona versdtil sintetizada y secretada por las células
especializadas en la pituitaria anterior de los vertebrados y es una de las hormonas importantes
involucradas en la regulacion de las hormonas endocrinas y produccion de huevos en las aves;
parabajar la concentracion se ensayd en aves Leghorn unainmunizacién activa contra prolactina,
utilizando anticuerpos contra prolactina (cPRL), alas 17 semanas de edad, seguido de tres dosis
de refuerzo. La inmunizacion fue significativa (P<0.01), disminuyendo la circulacion de la
concentracion de prolactina y las concentraciones de estradiol, progesterona y LH fueron
incrementadas significativamente (P<0.01). La produccion de huevos estuvo positivamente
correlacionada con Estradiol-1713 (r=0.42) progesterona(r=0.052) y LH (R=0.75); mientras que
niveles de cPRL estuvieron negativamente correlacionados con la produccion de huevos (r=-
0.14), Estradiol-1713 (r=-0.25) Progesterona(r=-0.32) y LH (r=-0.15). El nimero total de dias de
pausa durante el periodo de produccion baj6 significativamente (P<0.01) en el grupo inmunizado
resultando en un 5.40% incremento en la produccién de huevos (Reddy, David y Raju 2006, 156-
161).



Lareduccion de la produccion de estradiol por los folicul os blancos pequerios, contribuye
abagjar los niveles de estrogenos circulantes en las gallinas y por |o tanto iniciacién de laregresion
ovéarica manifestandose el comportamiento de laincubacion. (Porter et a. 1991, 581-586).

Asi mismo se encontro niveles promedios de prolactina de 7.57+0.96 ng/ml en reproductoras no
ponedoras y 4.45+0.66 ng/ml en ponedoras. Los estrogenos E2 de 7.5 +3.5 pg/ml en no ponedoras
y 301.2+176 pg/ml en ponedorasy la progesterona de 1.8+0.3 Micg/dl en no ponedorasy 2.0+0.5
Micg/dl en ponedoras (Quintana Lopez 2001, 117-123).

En laclogueraexistelainvolucién delos 6rganos reproductivos, la suspension dela puesta
de huevos, € desprendimiento y reemplazo de las plumas, reduccién voluntaria de la ingesta de
alimentos (anorexia espontanea) perdiendo aproximadamente el 20% de su peso corporal, debido
alainvolucion de los 6rganos reproductivos. La prolactinaestaimplicadaen el desarrollo de la
cluequés y e posterior colapso de la funcion reproductora; la concentracion de prolactina en la
sangre aumenta a medida que no hay puesta de huevos. El alto nivel de prolactina reduce la
liberacién hipotalamica de la hormona liberadora de gonadotropina (GnRH) y laliberacion de la
hormona luteinizante (LH) desde la pituitaria, la prolactina también puede inhibir directamente
la esteroidogénesis ovarica. En conjunto, estas acciones de prolactina conducen alainvolucion
del ovario y oviducto (Berry 2003, 971-980).

Durante el periodo de estrés en lamuda de las gallinas €l peso corporal decrece 26.37%,
asi como también decrece € peso de los 6rganos del aparato reproductivo de las aves P<0.01
(Gjorgovskaet al. 2008, 19-25).

Es sumamente importante considerar |as caracteristicas que tipifican una buena ponedora:
lacrestamuy desarrolladay rojabrillante; € pico, borde del 0jo y patas estan despigmentadas; la
cloaca esté grande, ovalada, despigmentada y hiumeda y tiene mayor capacidad abdominal por €l
gran desarrollo del aparato reproductor. En las gallinas cluecas: la cresta esta poco desarrollada,
friay rugosa; € pico, borde del ojo y patas estéan bien pigmentadas y tienen menor capacidad
abdominal producto del escaso o nulo desarrollo del aparato reproductor (Berti de Gesto 2012,
307-309).



2.1.2 Histologia de los Organos del Aparato Reproductor en la Cluequés

Estudios de cambi os histol 6gicos y hormonal es estacional es en ovarios de perdiz (Nothura
maculosa Tinamidae, Temminck,) reportan que durante la etapa de reposo sdlo se observo
foliculos primordiaesy previtelogénicos, con peso de ovarios de 0.09+0.01g; durante la etapa de
desarrollo se detectaron foliculos en desarrollo con signos de vitelogénesis, con peso de ovarios
de 0.13+0.01g; en la etapa reproductiva se encontré maximo desarrollo folicular, con pesos de
ovarios de 0.90+0.15g; en la etapa involutiva se exhibi6 gran variabilidad folicular con peso de
ovarios de 0.18+0.18gramos. La atresiainvolutiva se observo en todos |os periodos, mientras que
la atresia explosiva y los foliculos postovulatorios caracterizaron a la etapa reproductiva e
involutiva. Glandulas con escasos granulos de FSH y LH predominé en |la etapa de reposo y de
desarrollo; gldndulas con abundantes granulos de LH eran abundantes en la zona intermediay en
el 16bulo cauda en la etapa reproductiva e involutiva y escasas células contenian ambos tipos de
granulos. El nimero de células FSH se incrementd durante la etapa reproductiva y la etapa
involutiva (Claver et a. 2008, 353-361).

Midiendo la concentracion hormonal en la pared folicular de pequefios folicul os ovaricos
en crecimiento de gansos se encontré que el maximo nivel de P4 fue registrado en los foliculos
amarillos (P<0.05), en losfoliculos mas pequerios |a concentracion de P4 fue muy baja. Lamayor
concentracion de estrogenos se encontrd en los folicul os pequefios blancos, € nivel de estrégenos
decrece significativamente con el tamafio folicular (P<0.05). Contrariamente, concentraciones de
Androgenos incrementan significativamente con el incremento del diametro folicular (P< 0.05).
El nivel mayor de P4 en las células delagranulosade foliculos amarillosindicaque el crecimiento
delacapadelagranul osallega gradual mente a activarse esteroidogénicamente. Lapared folicular
de los foliculos postovul atorios puede sintetizar grandes cantidades de Progesterona y menores
cantidades de Androgenos y Estradiol. El potencial esteroidogénico de las cdlulas foliculares fue

marcadamente reducido durante el proceso de regresion folicular (Wojtysiak et al. 2005, 91-97).

El examen microscopico del ovario de Patagioenas maculosa, permite diferenciar dos
zonas bien definidas: una periférica, la corteza ovarica y otrainterna o médula. La primera esta
constituida por tejido conectivo denso y una profusa red de fibras colagenas, en la corteza estan

los foliculos ovaricos en diferentes estadios de desarrollo, |0s postovulatorios y |0s atrésicos.



En lazonamedular se destaca abundante tgjido conectivo denso en contacto con la corteza
y mas laxo con espacios lacunares hacia € interior del ovario con notorios vasos sanguineos y
nervios. La gonada esta revestida de una capa densa de células planas con nucleos basofilos
denominada epitelio germina (Maron, Bulfon y Bee de Speroni 2012, 43-49).

El oviducto de codornas Nothura macul osa, est4 constituido por el infundibulum, magno,
istmo, Utero y vagina. En €l periodo de actividad sexual se presenta bien agrandado, con peso
medio de 14g., su mayor porcion esta representada por e magno y la menor por la vagina.
Morfol6gicamente € Utero es € Unico segmento que difiere de las gallinas debido ala presencia
de pigmentos que es caracteristica de éstas. La mucosa estd constituida por epitelio
pseudoestratificado cilindrico ciliado, células caliciformes y glandulas tubulares apoyadas en la
l&mina propia; l1a capa muscular con fibras en varias direcciones y la serosa (Moraes et a. 2007,
146-152).

2.1.2.1 Descripcion de los Diferentes Tipos de Foliculos (Maron, Bulfon y Bee de Speroni
2012, 43-49)

1: Ovocitos primarios o primordiales (OP). Los OP son estructuras pequefias (60 a 100 ym) y
redondeadas, dispuestas en formade cordones. Estan constituidos por el ovocito o célulagerminal
y las células foliculares. El nucleo ovocitario presenta un prominente nucléolo y los cromosomas
en configuracion diplotene o lampbrush. Una capa de células aplanadas rodea a los OP
constituyendo € estrato folicular o de la granulosa, mientras que las envolturas tecales estén
ausentes.

2: Foliculosen desarrollo (FD). Lamaduracion folicular estd acompariada de modificaciones en
el ovocito, lascélulasfolicularesy el tejido conjuntivo. A medidaque los FD aumentan de tamario,
la capa simple de células granulosas, originan por sucesivas mitosis, un epitelio estratificado que
junto a las envolturas tecales interna y externa constituyen la pared folicular. Las células de la
granulosa o foliculares limitan con la capa perivitelina del ovoplasmay forman la zona radiada;
estan separadas de la teca interna por la lamina basal. En las envolturas tecales, con la tincién
tricromico de Mallory, se identifican fibroblastos, fibrocitos, fibras colégenas, nervios, vasos
sanguineos, diferencidndose una teca interna con numerosos tipos celulares y una externa mas
colagenizaday gruesa, entre ambas se localizan células de aspecto glandular. De acuerdo al grado

de desarrollo que presentan estos folicul os se categorizan en:



2a.- Foliculos previtelogénicos (FPV). El didmetro de los FPV oscila entre 100 a 1000 ym en
palomas. Las células de la granulosa forman un epitelio columnar alto pseudoestratificado y las
envolturas tecales estan bien delimitadas. En estos foliculos es notorio € cuerpo de Balbiani y las

granulaciones citoplasméticas dispuestas en la zona cortical del ovoplasma.

2b.-Foliculos vitelogénicos blancos (FVB). Los foliculos FVB miden entre 1000 y 2000 uym en
palomas. Las células de la granulosa constituyen una capa pluriestratificada y las envolturas
tecales estan muy bien diferenciadas entre si. En la zona cortical del ovoplasma, se evidenciala
zonaradiada por € aspecto estriado, también los granulos de aspecto lipidico de variadas formas

y tamafos.

2c.-Faliculos vitelogénicos amarillos (FVA). El cambio de color blanco a amarillo se debe ala
incorporacion de vitelo pigmentado. El didmetro de los FVA en palomas variaentrelos 700 pm
y 12 mm. Las células foliculares se comprimen y constituyen una capa de células cuboidales con
nucleos muy basofilos, la teca interna se adelgaza y la externa presenta un tejido conectivo
ricamente vascularizado. Los cuatro o cinco FVA mas grandes, constituyen un ordenamiento
morfol6gico o de tamafio denominado jerarquia folicular. El mayor es el FVA 1, sucesivamente y
en orden decreciente se los denomina como FVA2, FVAzy FVA,.

2d.- Foliculos preovulatorios (FPOV). Los FPOV en palomas alcanzan un diametro entre 13 y
17 mmy presentan un color amarillo intenso. Se observa unanotable irrigacion en las envolturas
foliculares destacandose en € érea central una zona més pélida e hipovascular denominada
estigma. En esta area folicular, se produce la ruptura de las paredes foliculares durante la

ovulacion.

2e.- Foliculos postovulatorios (FPO). El didametro de los FPO varia entre 950 y 4800 um en
palomas Yy su aspecto macroscopico es € de un saco de tgjido conectivo con una prominente
abertura. Con & microscopio optico se visualiza en €l interior de los mismos, restos de epitelio

folicular constituido por abundantes células luteales y escasas granul osas.

3: Foliculos atrésicos (FA). La atresia folicular es un proceso degenerativo normal en e ovario
y se caracteriza por ladesintegracion del epitelio folicular, ladestruccion del nicleo o cariolisisy
la fragmentacion citoplasmatica. Este proceso afecta alos OP, FPV, FVB y FVA y se visudiza
durante todo €l ciclo.
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3a. - Atresia no bursting. Comprende:

3a.l.- Atresialipoidal. Los ovocitos primordiales atrésicos (OPA) exhiben un aspecto contraido,
el ovoplasma presenta gran cantidad de gotas lipidicas que paul atinamente comprimen al nucleo
y las células granulosas comienzan a desprenderse de la membrana basal. Por |a apariencia que

ofrece el ovocito en esta etapa regresiva recibe el nombre de lipoidal.

3a.2.- Atresialipoglandular . Este proceso involutivo comprende alos FPV y FVB, entre 1500 y
2000 pm, macroscopi camente comienzan adeformarse, adquieren unatonalidad grisaceay enlas
envolturas foliculares, lairrigacion sanguinea se incrementa notablemente. En el foliculo atrésico
lipoglandular (FALG), la desorganizacién citoplasmética, del epitelio folicular, la
hiperestratificacion y la intensa vacuolizacion del ovoplasma se evidencian microscopicamente.
En un estadio méas avanzado de involucion, las envolturas tecales invaden a FA, siendo notoria
lairrigacion del tegjido conectivo. Finalmente el FALG disminuye considerablemente su tamafio
y en e parénquima ovarico toma el aspecto de unacicatriz de tejido conectivo.

3b.- Atresia bursting. La atresia bursting afecta tanto a los FVA pequefios como a otros de
mayores dimensiones. Macroscopicamente los foliculos atrésicos bursting (FAB) se colapsan,
pierdenlaformay €l color al inicio del proceso regresivo. El exdamen de las secciones histol dgicas
coloreadas con Hematoxilina Eosina (H-E) revela que, en los primeros estadios de involucion se
hipertrofia el epitelio folicular, € cual paulatinamente ocupa la cavidad folicular. En un estadio
involutivo mas avanzado, las tecas se colagenizan y forman un cordén de aspecto trabeculado y
de tonalidad azulada, con la coloracion tricromica de Mallory. Luego se produce larupturade la
pared folicular formando una apertura simple y pequefia en la superficie folicular, através de la
cual seliberael contenido del ovoplasmaal exterior del foliculo. Esta masa ectOpica cae sobre €l
estromadel ovario, o en la cavidad peritoneal donde sera digerida posteriormente. Finalmente la
cavidad central del FAB es ocupado por células muy vacuoladas, similares a las luteales, gran
cantidad de fibroblastosy fibras coldgenas semejantes alas de lateca externa

2.2 Bases Tedricas
2.2.1 Situacién Estructuray Funcionamiento del Aparato Reproductor dela Gallina
El sistemareproductivo delagallina esta compuesto por un ovario y un oviducto, localizados
al lado izquierdo de la cavidad abdominal del ave. Durante e periodo embrionario, €l oviducto y
el ovario del lado derecho estan inicialmente presentes; pero la produccion de sustancias

inhibidoras del conducto de Mller (origen del oviducto) por €l ovario, origina la regresion del
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ducto derecho y del ovario derecho, mas no del izquierdo. El ducto izquierdo es aparentemente
protegido por presentar mayor nimero de receptores para estrégenos, siendo asi més sensible a
los estrogenos que e ducto derecho. Aparentemente e estrégeno impide la accion de substancias
inhibidoras del ducto de Mller (Rutz et a. 2007, 307-317).

2.2.1.1 Situacién y Estructura del Aparato Reproductor dela Gallina

El ovario

Situacion. El Ovario esta situado en la parte superior de la cavidad abdominal, debagjo de la
arteriaaortay delavenacavaposterior. Se apoyasobre e rifion y € pulmon y por laparteinferior
sobre el saco aéreo abdominal izquierdo. La glandula suprarrenal izquierda esta estrechamente
enlazada al ovario y todo se halla suspendido a peritoneo gracias a un pliegue del mismo, que

contiene ademas fibras musculares lisas, vasos sanguineos y nervios.

El riego arterial del ovario es variable, en la mayoria de los casos la irrigacion sanguinea
arterial  procede de la arteria rena anterior .Existen dos venas ovaricas que desembocan en la
venacavasuperior. Lainervacion estAmuy desarrollada especialmente en direccién alosfoliculos
(Pollock y Orosz 2002, 441-474).

Estructura. En el ovario adulto se habla normalmente de masas celulares porque no es posible
la distincion entre meédula y cortex, alguna de las cuales contienen los oocitos (zona
parenquimatosa) y otro fundamental mente tejido medular y vasos sanguineos (zona vascular). El
ovario adulto muestra el aspecto de un racimo de uvas, debido ala presenciade 7 a 10 gruesos
foliculos portadores cada uno de ellos de una yema que se halla en fase de crecimiento acelerado.
Junto a ellos se encuentran muchos peguefios foliculos (mas de 1000, perceptibles por € ojo
humano) y también uno o dos foliculos vacios (estadio post ovulatorio), que degeneran
rapidamente. En estado maduro y desde €l interior al exterior, sedistingue: a) unacapaperivitelina
acelular, segregada por la granulosa b) una capa monocelular, la granulosa ¢) una capa basal d)
tecainternay externa, que contienen células intersticiales €) una capa de tejido conjuntivo (no

hay en lazonadel estigma, lugar de roturafolicular) f) un epitelio superficial.

Cadafoliculo estaunido a ovario por un pediculo por donde penetran de 2 a4 arterias que
se extienden por la teca externa dividiéndose en conductos més pequefios (arteriolas) los cuales,
através de lateca interna, llegan a formar una densa red capilar arededor de la capa basal. El

sistema venoso esta presente en varios niveles, e més profundo se sitllaen latecainterna.
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Lasfibras nerviosas siguen un trayecto parecido al delas arteriolas. Lared capilar es poco
densa en la region del estigma o linea de dehiscencia folicular. Esta estructura permite que la
ovulacion no produzca una hemorragia; sin embargo, s ésta tiene lugar, la yema adquiere una
mancha de sangre (Pollock y Orosz 2002, 441-474).

El oviducto

Situacion. El oviducto se presenta como un estrecho conducto de color rosa palido gque se
extiende desde laregion del ovario hastalacloaca. En el caso delagallina su longitud total esde
70 cmy su peso cerca de 40 g. Se encuentra suspendido mediante un repliegue ventral del rifion
izquierdo. El riego arterial del oviducto realizado a partir del sistema arterial genera, tiene lugar
a4 (y en ocasiones ab5) niveles. Lainervacion de lazona distal esta especialmente desarrolladay
juegaun papel esencia en laprogresion del huevo gque se esta formando y en laoviposicion, pero
no en el control de las secreciones (Ricaurte Galindo 2006, 1-16; Sauveur 1992, 555-76).

Estructura. Sediferencian 5 partes que en sentido anteroposterior son:
a.- El Infundibulum o pabellén: zona muy fina no sujeta a ovario. Tiene forma de embudo y
presenta repliegues de la mucosa interna.
b.- El magnum: es la parte mas larga del oviducto. Su pared es muy elastica presenta en su cara
interna grandes pliegues cuyo espesor puede llegar alos 5mm. Es la parte del oviducto con una
mayor dotacion en célulasy glandulas secretoras de todo tipo. El magnum se diferencia de la
zona siguiente por una estrecha banda transl ticida carente de gldndulas y de repliegue interno.
c.- El istmo: Comparado con € magnum, presenta un didmetro ligeramente més reducido. Los
repliegues de su mucosa también estan menos acentuados que |os del magnum. Los 4 cm finales
que forman € istmo rojo (para diferenciarlo del resto denominado istmo blanco) estan muy
vascularizados.
d.- El Utero o glandula coquiliaria: Se distingue claramente de |as partes anteriores descritas por
su forma de bolsa y por € espesor de su pared muscular. Sus repliegues internos presentan una
menor continuidad que en los segmentos previos, dado que se encuentran interrumpidos por una
serie de protuberancias transversales que forman en conjunto un relieve extraordinariamente
complgo.
e.- Lavagina parte estrecha y muscular, separada del anterior por la conjuncion Utero vaginal,
sirve para que alli el huevo “rote” para salir por el polo agudo en la cloaca, y aqui se produce
también la deposicidn de la tltima membrana que envolvera alacascara: constituidabasicamente

por lizosima, que sirve de importante barrera frente a la penetraci én bacteriana.
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La pared de la vagina tiene repliegues longitudinales, pero carece de glandulas secretoras,
desembocando en lamitad izquierda de la cloaca.

Lapared del oviducto esta constituida por 7 capas de adentro haciafuera:

1. € epitelio secretor.-que cubre los repliegues. Esta formado por 2 tipos principales de células
(ciliadas y caliciformes) que se encuentran en proporciones variables segin la parte del
oviducto de que se trate.

Una capa denominada lamina propia. Contiene glandulas tubulares pluricelulares.

Una capa conjuntiva interna.

Una capa de fibras musculares circulares

Una capa conjuntiva externa

Una capa de fibras musculares longitudinales

N o g &~ 0D

Una capa serosa externa (peritoneo).
Las células epiteliales caliciformes y las glandulas tubul ares aseguran en cada nivel, la sintesis
y la secrecion de los compuestos protei cos especificos (proteinas del albumen, de lasfibrasdelas
membranas testéceas, de la trama proteica de la cascara, de la cuticula). Las células epiteliales
ciliadas no tienen actividad de secrecion proteica pero probablemente intervengan ayudando a
la ascensién de | os espermatozoides por € oviducto (Ricaurte Galindo 2006, 1-16; Sauveur 1992,
55-76).
2.2.1.2 Funcionamiento del Aparato Reproductor dela Gallina
El Ovario

A. Las hormonas gonadotropas hipofisarias. Existen tres hormonas. la FSH: (Follicle
Stimulating Hormone) cuya mision esencial es lade regular e desarrollo de los foliculos del
ovario y la actividad secretora de éste; la LH: (Luteinizing Hormone) también responsable del
desarrollo del ovario, de lasecrecion ovarica de hormonas esteroidesy, sobretodo de laovulacion;
laProlactina: que interviene en los fendmenos de la incubacion (Sauveur 1992, 48).
B. Esteroides del ovario. El ovario de las aves, bgjo € control de las hormonas gonadotropas,
segrega estrégenos, andrégenos 'y progesterona. Esta secrecién es por unaparte ciclica, de acuerdo
con el desarrollo de la ovulacion, pero por otra también tiene lugar de forma continua aunque a

un nivel mas bgo.

Estrégenos. Son sintetizados probablemente, por las células intersticiadles de las tecas
foliculares. Su sintesis comienza muy pronto en el animal joven y aumenta de forma notable 2 o
3 semanas antes de la madurez sexual para disminuir de nuevo en 2 a4 dias s lagalinadeade

poner (muda). En el caso del ave adulta la sintesis estrogénica esta asegurada esencial mente por
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el segundo y € tercer foliculo de mayor tamafio. La capacidad de sintesis de estrogenos del
foliculo mas grande desaparece, casi en su totalidad, la vispera de su ovulacion; en estos
momentos se especiaiza en la sintesis de progesterona. Las funciones de los estrégenos son
multiples puesto que participan en e control de todas las fases de formacion del huevo; son
indispensables para: € crecimiento del oviducto, la sintesis de las proteinas de los lipidos de la
yemaen €l higado, €l transporte sanguineo de lipoproteinasy calcioy sudepositoend  foliculo,
lasintesis delas proteinas de la claraen el magnum, laformacion del hueso medular y € aumento
de laretencion fosfo-calcicaa inicio del periodo de puesta, el comportamiento de oviposicion y
aparicion de los caracteres sexuales secundarios y separacion de los huesos pelvianos (Sauveur
1992, 48-50).

Andr 6genos. Pueden tener un doble origen; célulasintersticiales del estromadel ovarioy dela
teca. Al tratarse de esteroi des sexual es tipi camente masculinos, su papel enlahembraestabastante
limitado, aunque su concurso es indispensable. Actlan estimulando €l crecimiento de lacrestay
de todos | os caracteres sexual es secundarios. En sinergia con |os estrogenos estimulan también e
desarrollo del oviducto y del hueso medular. Su secrecion también es importante en el momento

delamuda

Progester ona. Proviene en su mayor parte delagranulosadel foliculo preovulatorio y en menor
medida del foliculo postovulatorio. Sus funciones son clasificadas en dos categorias:
a. Controla las actividades celulares implicadas en e crecimiento del oviducto (en este caso es
agonista de estrégenos y andrégenos) y en la sintesis de ciertas proteinas del albumen: en éste

ultimo caso actlia habitualmente en sinergia con |os estrogenos.

b. Controlatambién los ritmos de ovulacion y de oviposicién actuando sobre laliberacion de LH-
RH por parte del hipotélamo, sobre las contracciones del Utero previas alaoviposicion y sobrela
conducta de puesta (Mans y Taylor 2008, 83-105; Ricaurte Galindo 2006, 1-16; Sauveur 1992,
48-50).

C. Lagametogénesisen la hembra. En el octavo diade vidaembrionaria, seinicialaoogénesis,
el momento de la transformacién de las cdlulas germinales primordiales en oogonias. Estas
oogonias sufren repetidas divisiones mitéticas, dando lugar a los oocitos primarios, que son

células diploides(es decir que contienen 2n cromosomas) en situacion de profase meidtica.
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En & momento de la eclosion € nicleo del oocito se encuentra precisamente en fase de
paquitena para evolucionar posterior y lentamente hacialafase de diplotena en la que permanece
meses 0 incluso afios. Unicamente unas 24 horas antes de que se produzcalaovulacion escuando,
en € interior del foliculo listo para ovular, tiene lugar un proceso de divisién reduccional dando
lugar a un oocito haploide (n cromosomas), denominado oocito secundario (0 de segundo orden)
y alaexpulsion del primer corpusculo o glébulo polar. En e caso de las aves, a ser la hembra
heterogamética, es en este proceso cuando queda determinado e sexo del futuro embrion y no,
como en €l caso de los mamiferos, por e gameto masculino. La segunda division de maduracion
(con la correspondiente expulsion del segundo glébulo polar) tiene lugar en € Infundibulum, tras

laovulacion y lafecundacion (Sauveur 1992, 50).

D. Vitelogénesis, Formacion dela Yema de Huevo. Lavitelogénesis o deposicion del vitelo o
yemade huevo en € interior de un foliculo ovérico, es un proceso muy largo que seiniciaen la
pollita cuando es muy joven y concluye justo antes de la ovulacion. Para ello € ave recurre
exclusivamente a elementos constituyentes aportados por via sanguinea; éste proceso sedivide en
tres fases:

1.- Faseinicia de crecimiento lento. Cuando tiene lugar |a eclosion de un polluelo hembra, cada
uno de los 6vulos que estan contenidos en su ovario tiene un tamafio comprendido entre 1 y 2
céntimas de milimetro. Este diametro se multiplica por cuatro alas 6 semanasy alcanza 1 mm a
los 4-5 meses de edad, una vez que se han depositado en dichos évul os algunas gotitas de lipidos.
En este momento cesa el crecimiento comun de todos |os évulos; algunos de ellos permaneceran

con ladimension descrita durante meses e incluso afios.

2.- Fase intermedia. Después de que un foliculo determinado haya sido “elegido” de entre el
amplio conjunto de folicul os indiferenciados, su tamafio pasa en unos 60 dias de 1 a4 mm. Este
incremento es posible por la deposiciéon de, fundamentalmente proteinas, aunque también de

algunos lipidos; € conjunto constituye lo que se denomina vitelo blanco.

3.- Fase de gran crecimiento. Durante los 8 a 10 dias que preceden ala ovulacion € crecimiento
del évulo es muy rapido y su peso pasa de unos 200 mg a 15-18 g. La yema formada presenta
alteraciones mas 0 menos claras de color, |o cual con una gran probabilidad, se atribuye a capas

sintetizadas durante lanoche o durante el dia. Simultaneamente tiene lugar |amigracion del oocito
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hacialasuperficiefolicular. En el ovario de unagallina se suelen encontrar simultaneamente, pero
con un desfase inicial de un dia, del orden de 8 foliculos en fase de gran crecimiento.

L os mecanismos reguladores que permiten un control tan refinado de la el eccion de ciertos
foliculos y de su posterior crecimiento, no son conocidos. La velocidad con que tiene lugar €
crecimiento répido de la yema cambia también en funcion de la edad del animal. La yema
préacticamente al canza su peso maximo en e 5 mes de puesta, pero desde el segundo mesel tiempo
de maduracién queda establecido arededor de los 9 dias, consecuentemente la gallina adquiere a
medida que envelece una mayor capacidad para acumular yema en un foliculo dado, aunque
paralelamente disminuye el nimero de foliculos que en un momento concreto estan en evolucion
(Ricaurte 2006, 1-16; Sauveur 1992, 50-55).

El Oviducto

La captacion de la yema por parte del Infundibulum constituye la primera etapa de la actividad
del oviducto. Por término medio unas 24-26 horas mas tarde, € huevo totalmente formado, es
expulsado através de la cloaca (oviposicion). Desde que layemaentraen el Infundibulum, hasta
la oviposicion sucede lo siguiente:
a. Conclusion de lamembranavitelinaen e Infundibulum.
b . Secrecion de las proteinas del abumen en el magnum.
C . Secrecion de las membranas de la cascaraen el istmo
d . Hidratacion del albumen y secrecién de lacéscaraen € Utero.

e .Oviposicion.

a. Infundibulum. La actividad secretora del Infundibulum se limita a asegurar €l depésito de
lacapaexternadelamembranavitelina. Estacapaprotegealayemacontralastransferencias
de agua procedentes de la clara; en éste segmento la yema permanece aproxi madamente 20
minutos.

b. Magnum. Las proteinas de la clara se sintetizan anivel local por lapared del mégnum; las
células caliciformes del epitelio son las que segregan la avidina y la ovomucina y las
glandulas tubulares segregan la ovoalbuminay lalisozima; la ovomucina es la responsable
delaestructuraen gel del albumen denso. La sintesis de las proteinas del albumen depende
de los estrogenos y progesterona. El huevo en formacion permanece aproximadamente 3
horas y media y segin avanza recibe las proteinas acumuladas en las células epiteliales en

forma de granulos de secrecion, cuya expulsion a la luz del magnum est4 garantizada por
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las invaginaciones de las membranas celulares que a fusionarse con las de los granulos,
permiten su liberacién. La distension tisular debida al paso de la yema provoca la llegada
masiva de todas las proteinas alaluz principal del oviducto. La secrecion de agua 'y de
minerales se realiza cuando el huevo en formacién abandona e magnum, el albumen tiene
una forma de masa espesa gelificada que tiene 15 g de agua, la mitad de su contenido final,
la clara posee ya el 80% de su contenido final de sodio; del 60 a 70% de calcio y magnesio,
y el 50% del cloro. El potasio es aportado en poca cantidad.

I stmo. En éste segmento se iniciala formacion de las membranas testéceas e iniciacion de
la cascara, €l huevo permanece aproximadamente 1 hora y cuarto y se va recubriendo a
ritmo constante de fibras protei cas cuyo entrelazado dalugar alas denominadas membranas
testaceas 0 coquiliarias. EI materia secretado proviene fundamentalmente de las glandulas
tubulares, estas sustancias en contacto con el agua se dilatan y van formando unared fibrosa
muy densa, es poco probable que exista un control endocrino de la secrecién, posiblemente
sea la propia distensiéon de las paredes ddl istmo provocada por € avance del huevo en
formacion la que sirva de estimul o para desencadenar |la mencionada secrecion. En la parte
final del istmo (rojo) es donde tiene lugar la secrecion para las fibras proteicas que van a
constituir labase 0 zonainferior (capa mamilar) de la matriz organica de la céscara. Estas
fibras quedan entrelazadas con las de la membrana testécea externa, asegurando asi la
solidez delaunion delacascara, en éstazonaempiezalacristalizacion del carbonato calcico.
. Utero. En € Utero € huevo en formacion permanece 20 a 21 horas, la formacion de la
cascara es un proceso mucho més lento que la formacion de la clara, cuando € huevo sale
del istmo recubierto por sus dos membranas testéceas tiene un aspecto arrugado debido ala
escasa hidratacion de las proteinas del albumen; la primera actividad en el Utero es la de
completar esta hidratacion. La Hidratacion de la claraen € Utero se realiza durante las 6 0
7 horas de estanciadel huevo en € Gtero, € contenido de aguaen laclarase duplica, a éste
periodo se le conoce como “plumping” porque concluye con una hinchazén del huevo y con
un tensado de las membranas de |a cascara. Esta adicion de agua viene acompafiada por una
secrecion mineral compuesta basicamente por sodio, potasio y bicarbonato. Es durante el
proceso de hidratacion de la clara en el Utero cuando aparecen las distintas capas visibles
del huevo terminado el albumen denso, € albumen fluido v las chalazas. La cascara pesa
alrededor de 6 gr. y esta formada fundamentalmente por cristales de carbonato de calcio
recubierto de una cuticula organica. Mientras contintiala hidratacion de laclara, seiniciael
desarrollo de los cristales de carbonato calcico; este desarrollo se prolonga hastafinalizar la

formacién del huevo.
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La mucosa uterina se compone de un epitelio formado por células ciliadas y caliciformes,
bajo & que se ubican glandulas tubulares. Las células epiteliales (ciliadas 0 no) se encargan
del transporte del calcio; la produccion de iones bicarbonato lo realizan las células de las
glandulas tubulares y en menor grado por las cdlulas caliciformes del epitelio.

e. Vagina. La progresion del huevo esta asegurada por la actividad de los musculos lisos
situados detrés del huevo, junto a una intensa actividad de los situados delante de €. La
actividad contréactil del dtero se reanuda de forma nitida en el momento en que e huevo
penetra en él y garantiza a huevo un lento movimiento de rotacion arededor de su ge
mayor; este movimiento continta durante todo el periodo de formacién de la céscara. Las
contracciones uterinas alcanzan su punto agido y provocan, primero €l paso del huevo ala
vagina, y unos minutos despueés, su expulsion al exterior (oviposicion). La progesteronay/o
las prostaglandinas tienen un papel muy importante en la contraccion del Utero y en €
relgjamiento de la vagina; importantisimo en la oviposicion (Mansy Taylor 2008, 83-105;
Sauveur 1992, 55-76; Ricaurte 2006, 7-10).

Ovulacién y Oviposicién

Los foliculos pequefios (< de 10 mm) son las principales fuentes de estrogenos. Al alcanzar la
pubertad, € estrégeno produce feedback negativo a nivel de la pituitaria ocasionando la
reduccion en laproduccion de LH. Unaviafuncional esta presente en los folicul os mayores hasta
12 a 20 horas antes de la ovulacion. El foliculo F1 pierde la capacidad de convertir progesterona
en androstenediona y consecuentemente la produccién de progesterona por los foliculos aumenta
debido a la accion de la LH. En la realidad la progesterona estimula la sintesis y secrecion de
LHRH por e hipotdlamo. La concentracion de LH plasmético presenta un pico 4 a 6 horas antes
de la ovulacion. Este pico de LH es esencial para que ocurra la ovulacion; ésta ocurre
aproximadamente 6 horas después del pico de LH y de 15 a 45 minutos después de la oviposicion
(Rutz et a. 2007, 307-317).

Al evaluar lapared celular del foliculo, se observa una region estructuralmente diferente,
caracterizada por ser avascular |lamada estigma, que esta compuesta por €l epitelio, teca interna
y externa y capa granulosa. La teca externa esta compuesta principalmente por fibroblastos y
matriz extracelular de colageno. Antes de la ovulacion laregion del estigma aumentaen largo y
se torna transparente. El colageno altera estructuralmente, torndndose un tejido més fragil, estas

ateraciones se restringen en la region del estigma. Las alteraciones en las fibras de coldgeno
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ocurren por accion de enzimas, como colagenasas y proteasas, que actlan en la disociacion del
colageno antes de la ovulacién. La actividad de la colagenasa aumenta con la maduracion
folicular. La dispersion de las fibras de colageno ocurre en funcidn de la alteracion de la matriz

gue mantiene unida las fibras de coldgeno. Con & rompimiento del estigma ocurre la ovulacion.

La arginina-Vasotocina, una hormona de la neurohipdfisis, esta relacionada con la
oviposicion en gallinas; este proceso es €l resultado de eventos sucesivos que ocurren a nivel de
oviducto, incluyendo contraccion del Utero y peristaltismo de lavagina. La contraccion del Gtero
es causada por laaccion delaArginina-V asotocina, después de ligarse aun receptor del miometro
del Utero. Durante éste proceso actlian prostaglandinas. La oviposicién ocurre aproximadamente
24 a 26 horas después de laovulacion y después que € huevo hasido formado en el oviducto. Las
prostaglandinas y las hormonas de |a pituitaria posterior son las mas importantes en €l proceso de
la oviposicion; entre éstas se destacan la PGF2a y la PGE2. La PGF.a acttia en la contraccion del
Utero de la gallina, en cuanto que la PGE, actla en la abertura Gtero-vaginal. Asi como en los
mamiferos ocurre un mecanismo de Feedback entre la arginina-vasotocinay la prostaglandinaen
la contraccion del Utero y oviposicion (Rutz et a. 2007, 307-317).

2.2.2 Neuroendocrinologia Reproductiva

El sistemareproductivo es regulado por € g e hipotalamico-hipofisiario-gonadal, lamaduracion
de éste en e embrion ocurre a los 13 dias de incubacion y ya se sintetizan una variedad de
hormonas esteroides. El cerebro concentra sefiales neurales y hormonales de origen enddgeno y
ex6geno, éstainformacién es usada para controlar la pituitaria, gdnadas y otros érganos directa e
indirectamente.

Varias areas del cerebro son utilizadas pero e principa punto de traduccion de sefiales neurales
en control hormonal ocurre en el hipotalamo, localizado en la base del cerebro, préximo de la
pituitaria. Las células neurosecretoras del hipotdlamo comunican directamente con la pituitaria
anterior através de un sistema porta, éste transporta hormonas del hipotdlamo a la pituitaria. Las
neuronas que sintetizan la hormona liberadora de gonadotropinas (GnRH) forman parte de un

sistema neural primario, esencia para el desenvolvimiento de lareproduccion.
Existen por lo menos 8 tipos de GnRH; en aves fueron identificados dos tipos de GnRH:

el GNRH | y el GNRH I, aparentemente el GNRH | esla forma funcional; la funcion del GnRH

I1, no esta defina en aves. Hay evidencias que e GnRH Il estimula el comportamiento sexua en
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aves. Estas hormonas determinan cuando las gonadotropas (secrecion de FSH y LH) o
L actétropas (secrecion de Prolacting) deben promover ala secrecion.

Estudios en codornices indicaron que e LHRH estimula la liberacion tanto dela LH
como de laFSH, la LH es responsable de estimular la produccién de progesterona en € foliculo
maduro ademas de provocar € rompimiento del foliculo y la ovulacion.

En aves ocurre la presencia de otra hormona hipotalamico importante, que es € péptido
intestinal vasoactivo (VIP). Esta hormona fue iniciamente descubierta en € intestino; en €
cerebro de las aves, € VIP actlia en la liberacion de prolactina por la pituitaria anterior. La
inmunizacion de pavos con VIP para neutralizar VIP enddgeno resulto en la reduccién de los
niveles de prolactina, bgjé laincidencia de cluequésy aumento la produccion de huevos. Laotra
hormona producida por la pituitaria es la FSH, que puede estimular la produccion de hormonas
esteroides por las células del foliculo en desarrollo, particularmente los foliculos menores (Rutz
et al. 2007, 307-317).

2.2.3 Descripcion del Comportamiento de Incubacion (Cl) o Cluequés
La conducta de incubacién o cluequés es una de las principales fases del ciclo reproductivo en
las aves silvestres. Serefiere a estado conductual y fisioldgico que permite ala hembra mantener
un ambiente apropiado parael desarrollo embrionario delos huevos. Lamanifestacion de cluequés
aln se presenta en la crianza de |lotes de aves domésticas de diferentes especies. Esta persiste en
una baja tasa en los lotes de reproductoras broilers, sobre todo en las lineas enanas, y es una
caracteristica muy comun en los pavos, gansos, Yy lotes de reproductoras de patos Pekin y

Moscovita, asi como también en ponedoras de huevos para consumo humano Hy-Line.

La cluequés, es utilizada en la supervivencia de aves silvestres y durante € proceso de
domesticacion, pero ahora ya no es de interés practico debido a que en laindustria avicola actual
se usa exclusivamente la incubacion artificial, es méas la cluequés se correl aciona negativamente
con la produccion de huevos, por |o que constituye una fuente de pérdidas econdmicas para la
industria avicola. Aunque & uso de programas de manejo limitaen gran medidalaaparicion dela
cluegués'y como consecuenciael nimero de huevos perdidos; 1os encargados de las granjas gastan
sobre el 50% de su mano de obra diaria en intentar prevenir e interrumpir la manifestacion de la

cluequés; por consiguiente la prevencion de esta conducta es de gran importancia para los
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productores de pavos y huevos gque desean evitar las severas pérdidas econdmicas directas o
secundarias (Guemené, Kansaku, Zadworny 2002, 18-21; Sauveur 1992, 112-125).

2.2.3.1 Caracteristicas Conductualesy Morfologicas

Las pavas silvestres y gallinas domésticas encluecan después de poner una nidada de casi
veinte huevos. Igualmente, en las pavas y galinas domésticas la cluequés aparece durante o
después del maximo nivel de postura (fase de pico), si no se adopta medidas preventivas, perdura
alolargo de ciclo productivo. Lasinvestigaciones han demostrado que, en ausenciade un manegjo
especifico de cluequés, més del 80% de pasaron por episodios de 2 0 més veces de cluequés a
intervalos de 3 a4 semanas.

El inicio de la cluequés es precedido por un aumento progresivo en la frecuencia y
duracion de las visitas a nidal, a principio durante la noche y luego progresivamente durante €l
dia entero. Al fina de este periodo intermedio, que es conocido como estado de transicion, la
hembra clueca solo dejaréa brevemente el nido y pasara en éste més de 90% del dia. Al acercarse,
la hembra exhibe una conducta de defensa del nido, retine e incuba los huevos, emite un siseo
caracteristico y encrespa sus plumas de una manera agresiva. Las hembras también reducen en
gran cantidad su ingesta de alimento y agua. Como resultado, pueden perder sobre el 30% de su
peso corpora (en pavas) durante €l periodo de incubacion, debido en parte a la involucion del
tracto reproductor, pero principalmente debido ala movilizacion de las reservas corporales como
fuentes de energia. En este momento se desarrollan | as caracteristicas areas peladas de cluequés,
o también Ilamadas placas incubatrices producto de la pérdida de plumas en € area abdominal
ventral. Estadrease vuelve edematosay atamente vascularizada. La cloacasetornafirmey seca,
ladistanciaentre el pubisy e esterndn se acorta, |0s huesos pelvianos permanecen mas juntos y
la cresta palidece reduciéndose de tamafio. Un factor significante en lainduccion de éste Cl esla
estimulacion tactil viael parche de laincubacidn en el area abdominal ventral del ave (Guemené,
Kansaku, Zadworny 2002, 18-21).

2.2.3.2 Caracteristicas Endocrinoldgicas

El inicio de la postura de huevos se asocia con aumentos en los niveles circulantes de LH
y esteroides ovaricos (denominados progesteronay estradiol) y la conducta de incubacién con la
disminucion en los niveles plasmaticos de LH y esteroides ovaricos; ademés con |os aumentos de

las concentraciones hipofisiarias y plasmaticas de prolactina.

22



Los niveles permanecen altos a lo largo del periodo de incubacion y se encuentran
directamente bgjo la influencia estimulante del péptido Intestina Vasoactivo (VIP). En 1935 se
demostro que la prolactina era un factor causal en la induccién de la conducta de incubacion en

lineas muy cluecas.

El o losroles que pueden afectar |a prolactina durante la conducta de incubacion no estan
todavia claros, pero la evidencia inmunoldgica; supresion de los niveles de prolactina via
inmunizacion activa o pasiva contra prolactina o contra su principal factor de liberacion (VIP),
sugiere claramente que niveles atos de prolactina son un requisito indispensable para esta
conducta. Mas aln, a colocar las hembras cluecas en corrales o jaulas diferentes induce la
disrupcion del establecido comportamiento de cluequés y provoca una caida de los niveles
plasméticos de prolactina. Sin embargo, ya que la manifestacion de la conducta de incubacion
también se asocia a grandes cambios fisioldgicos, incluyendo la involucion gonadal, afagia y
adipsia, se puede esperar que la prolactina juegue multiples papeles como mediador de las

adaptaciones que llevan a este comportamiento (Guemené, Kansaku, Zadworny 2002, 18-21).

2.2.3.3 Estimulos Que Influyen en la Expresion dela Cluequés

La cluequés es un carécter que es controlado por muchos genes, en e cromosoma Z. Se
ha informado de varias incidencias de cluequés en lotes de aves comerciales dependiendo de las
caracteristicas de la crianza. Por o tanto, se ha reconocido ampliamente |os efectos estimulantes
de ciertos factores medioambiental es tales como: atatemperatura, bajaluminosidad, iluminacion
no uniforme, crianza en piso, acceso a nidal, y presencia de huevos. De hecho, se informan
incidencias mayores de cluequés en lotes comerciales criados durante el verano, especiamente
cuando la temperatura es extremadamente elevada. En general, podemos suponer que para tener
una hembra que manifieste la conducta de incubacién se debe acanzar un umbral de estimulos
mediocambientales en conjunto con un umbra endocrinolégico, los cuales dependen de un
trasfondo genético. Las hembras que expresan tal conducta pueden ser méas sensibles que otras a
los factores estimulantes y/o menos sensibles a los factores inhibitorios (Guemené, Kansaku,
Zadworny 2002, 18-21).
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CAPITULO 111

MATERIALESY METODOS

3.1 Materiales

3.1.1 Avesen Estudio
Lainvestigacion fue realizada con 64 aves; 32 gallinas en estado de cluequésy 32 gallinas
ponedoras de lalinea Hy-Line, criadas en piso en la granja “Agropecuaria Cérpena”.

3.1.2 Instalacionesdela Granja

La granja “Agropecuaria Carpena”; se encuentra localizada en la carretera a San José Km
7.5 “El Astillero”, La Pradera — Chiclayo, Departamento de Lambayeque; cont6 a con 4 galpones

de crianza, paratoldo el periodo de postura.

Los galpones estaban construidos de material de la zona; se utilizaron mallas de hilo de
pescar para cubrir todos los laterales .1a construccién del techo fue a dos aguas con viguetas y
mantas pléasticas con breas templadas y fijadas a los extremos de los parantes de madera. Las
dimensiones de los galpones fueron de 11 metros de ancho por 100 metros de largo para 6000

aves cada uno y cuando existen mas éstos se alargan.

La cama de los gapones fue de pagjilla de arroz con un espesor de 3 a5 pulgadas. Los
comederos fueron col ocados cada 2.30 metros alo largo del galpon y cada 1.50 metros alo ancho.
L os bebederos cada 3 metrosalo largo y cada 6 metros alo ancho; encima de éstos se coloco una
madera con la finalidad de que las aves no suban y puedan ensuciar y derramar €l agua; estos
bebederos se conectaron con unatuberia al tanque ubicado en las afueras del galpén.

Los nidos estaban hechos de Guayaquil de 20 cm de largo, 20cm de altura'y 20 cm de
profundidad; cada nidal comprende de 24 nidos construidos en 2 hileras y estédn colocados
longitudinalmente en el centro de cada galpdn, cadanido es para3 a4 gallinas, en € piso de éstos

nidos se coloco pgjillade arroz.
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3.1.3 Condiciones Atmosféricas

Laseleccion delasgallinas cluecasy ponedoras en lagranjase llevé a cabo durante los meses
de marzo y agosto del 2012. En el mes de marzo se registré la temperatura ambiental promedio
de 25.6 °C; la humedad relativa fue de 72%; 11 horas de luz natural; 7.7 horas de sol y un viento
de 2.8 m/s; en e mes de Agosto se tuvo unatemperatura promedio de 19.9 °C, 76% de humedad
relativa, 12 horas de luz natural; 6.4 horas de sol y 3.1 m/s de velocidad de viento.

3.1.4 Alimentacion delas Aves

Se les suministré raciones que cubrian los requerimientos nutricionales de acuerdo alafase
de produccion: Primera Fase, sus requerimientos nutricionales fueron de: Energia: 2770-2860
Kcal/Kg, Proteina: 19.80%, Metionina: 0.51%, MetioninatCistina: 0.84%, Lisina: 1.02%,
Triptéfano: 0.21%, Calcio: 4.50%, Fosforo total: 0.77%, Fosforo disponible: 0.48%, Sodio:
0.20%; Segunda Fase, los requerimientos fueron: Energia: 2725-2860 Kcal/Kg, Proteina:
17.50%, Metionina: 0.46%, Metioninat+Cistina: 0.76%, Lisina 0.91%, Triptéfano: 0.18%,
Calcio: 4.20%, Fosforo total: 0.66%, Fosforo disponible: 0.41%, Sodio: 0.18%; Tercera Fase, sus
requerimientos nutricionales fueron de: Energia 2675-2860 Kcal/Kg, Proteina: 17.00%,
Metionina: 0.44%, Metionina+ Cistina: 0.73%, Lisina: 0.88%, Triptofano: 0.18%, Calcio: 4.30%,
Fosforo total: 0.61%, Fosforo disponible: 0.38%, Sodio: 0.18% y la Cuarta Fase, sus
requerimientos nutricionales fueron de: Energiaz 2550-2825 Kcal/Kg, Proteina: 17.00%,
Metionina: 0.44%, Metioninat+Cistina: 0.73%, Lisina: 0.86%, Triptéfano: 0.17%, Calcio: 4.40%,
Fosforo total: 0.58%, Fosforo disponible: 0.34%, Sodio: 0.18% (Hy-Line International 2002, 11).

Los Ingredientes de las diferentes raciones fueron: harina de pescado, tortade soya, harinade
soya integral, fielén, maiz amarillo, polvillo, premezcla de postura, cloruro de colina 60%,
metionina 99%, lisina 99%, anticoccidial, secuestradores de micotoxinas, bicarbonato de sodio,
fosfato dicélcico 18%, carbonato de calcio, conchuela, y sal.

El agua se les suministraba ad libitum.
3.1.5 KitsUtilizados para Hormonas
- Chicken prolactin (PRL) ELISA Kit Cat. No: CK-E60044, para la determinacion de la

Prolactinaen el suero delas galinas.
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- DIAsource E2-RIA-CT Kit Cat. No: KIP0629 de uso humano, paraladeterminacion de Estradiol
en el suero delas gallinas.
- DIAsource PROG-RIA-CT Kit Cat.No: KIP1458 de uso humano, para la determinacion de

progesterona en el suero de las gallinas.

3.1.6 Equipos, Material deLaboratorio y Reactivos

- Lector de microplacas ELx-800 BIOTEK para ELISA
- Contador Gamma para RIA

- Bafio maria

- Agitador Vortex VM-300

- Congeladora

-Refrigeradora

- Centrifuga

- Microscopio Trinocular “Carl Zeiss” modelo Primo Star con fototubo, con camara digital
AxioCam 5 megapixeles.

- Balanza Analitica electrénica “A&D” modelo HR-200
- Camara fotogréfica Canon de 14.7 megapixeles

- Micropipetas multicanal Neogen de 8 canales

- Micropipetas monocanal

- Gradillas

- Tips paralas diferentes micropipetas

- Tubos polipropileno para congelar el suero

- Tubos de vidrio 10.0cm

- Equipo de diseccion

- Baanzade Kg.

- Vernier.

- Laminas montadas con tejidos col oreados.

- Vasos plasticos paralas muestras

- Formol a 10%
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3.2 Métodos

3.2.1 Disefio de Contrastacion dela Hipotesis

Se utilizé un disefio cuasi experimental. Las aves fueron seleccionadas de 4 galpones de
crianza de gallinas tomando como base la curva de postura establecida en la guia de mangjo
comercial (Hy- Line International 2009, 24). De 19 a 32 semanas de vida para la primera fase
etaria en la que se tiene una maxima produccion de huevos, 95%; de 33 a 44 semanas para la
segunda fase etaria, en a que se tiene 93% a 89% de produccién de huevo; de 45 a 58 semanas
para la tercera fase etaria, en la que se tiene 88% a 85% de produccién de huevo; de 59 a mas
semanas de vida para la cuarta fase etaria, en la que se tiene menos de 85% de produccién de
huevo.

Se codificd con 1C hasta 8C para la primerafase, de 9C hasta 16C para la segunda fase,
de 17C hasta 24C paralatercerafase y de 25C hasta 32C para la cuarta fase en gallinas cluecas,
1P hasta 8P parala primerafase, 9P hasta 16P parala segundafase, 17P hasta 24P paralatercera
fase y de 25P hasta 32P para |la cuarta fase etaria para las ponedoras. Haciendo un total de 8
grupos, 4 para cluecas y 4 para ponedoras. Las gallinas fueron trasladadas al laboratorio de
Patologia aviar de la Universidad Nacional Pedro Ruiz Gallo de Lambayeque para la toma de
datos correspondientes a las caracteristicas externas, extraccion sanguinea para la obtencion del
suero, mediciones del aparato reproductor y obtencion de muestras para las observaciones

histol 6gicas.

3.2.2 Biometria

Paratomar |as caracteristicas externas que tipifican alas gallinas cluecas y ponedoras, se
procedi6 répidamente a tomar: el peso corporal, utilizando una balanza de Kg.; luego utilizando
un Vernier se precisaron las medidas de cresta (largo, alto y espesor); Lalongitud que dista entre
la apofisis del esternon y las apofisis pubica; luego también se tomo la longitud de la distancia

entre las apofisis pubicas; y finalmente el diametro cloacal.
Para determinar los pesos y medidas del aparato reproductor de las galinas cluecas y

ponedoras, sereaizo lanecropsiaalasavesy con latécnicade ladiseccion se sacaron |os érganos

del aparato reproductor para ser evaluados tomando pesos con ayuda de una balanza analitica
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electrénica con una precision de 0.1 mg y las medidas de centimetros y milimetros (cm y mm)
fueron tomadas con un Vernier Stanley.
3.2.3 Histologia

De cada 6rgano se tomaron muestras de 2 x 2cm y se depositaron en vasos debidamente
rotulados con formol a 10% tamponado a un PH de 7.0 los que se mantuvieron durante 48 horas
para la fijacion y éstas se procesaron en e laboratorio de anatomia patologica del Hospital
Regional Docente “Las Mercedes”, ubicado en la provincia de Chiclayo en el departamento de
Lambayeque, de acuerdo a la técnica de inclusién en parafina, los cortes seriados de 4um de
espesor se colorearon con Hematoxilina- Eosina. Las [daminas histol bgicas fueron observadas y
fotografiadas con ayuda de un microscopio trinocular “Carl Zeiss” modelo Primo Star con camara
digital Axio Cam 5 megapixeles en e laboratorio de patologia aviar de la Universidad Nacional
Pedro Ruiz Gallo — Lambayeque.

3.2.3.1 Técnicade Coloracion Hematoxilina—Eosina para € AnalisisHistolgico (Bravo
Garcia 2011, 3-51)

Luego de larecoleccion de los 6rganos del aparato reproductor de la ponedora Hy -Line, se
procedio afijar éstos paramatar rgpidamente las células e impedir la aparicion de las ateraciones
agonicas, precipitando los elementos de la fase dispersa del coloide protoplasmético en forma de
finissmos granos, afin de conservar, en lo posible, los detall es estructural es que presentan in vivo,
favoreciendo su observacion e impidiendo la aparicion de estructuras artificiales.

Procedimiento:

1.-Fijacion: La Finalidad de la Fijacion es inmovilizar las estructuras tisulares. Consistio en
sumergir la pieza en e liquido fijador: Formol a 10%; éste debe penetrar rapida y
homogéneamente, no debe producir retraccién asegurando una conservacion e imagen fiel de
los tgidos.

El Fijador actla coagulando las sustancias abuminoideas, tiene gran poder de
penetracion y no altera la coloracion; endurece bien los tejidos y conserva las grasas y lipoides.
El tiempo de fijacién es de acuerdo con e tamafio de la pieza: 1 cm de espesor y la superficie
puede ser mas amplia.

Las muestras se identificaron, se lavaron afin de eliminar € resto de las sustancias fijadoras. Es

necesario que el agua se renueve constantemente.
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2.-Deshidratacion: Las piezas, imbuidas en agua impide sean penetradas por la parafina. Para
gue ésta penetracion ocurra es necesario, en primer lugar deshidratar a los tejidos, en forma
escalonada utilizando de preferencia alcohol etilico de graduacion creciente: 70°, 90°, 96°, 100°
Alcohol de 70° (1* bafio): 1 hora

Alcohol de 70° (2% barfio): 1 hora

Alcohol de 90° (un bafo): 1 hora

Alcohol de 96° (un bafio): 1 hora

Alcohol de 100° (1* bafio): 1 hora

Alcohol de 100° (2% bafio): 1 hora

Alcohol Xilol (1* bafio): 1/2 hora

Alcohol Xilol (2% bafio): 1/2 hora

Parafina 56°C — 58°C en estufa a 60° 1/2 hora (1% cambio)

Parafina 56°C — 58°C en estufa a 60° 1/2 hora (2%° cambio)

3.-Inclusion definitiva o formacion del bloque en Par afina:
Este proceso proporciona a la pieza dureza y homogeneidad suficiente para obtener secciones

duras.

Se procedio a preparar |os moldes parala confeccién de los bloques.

-Las barras de Leu kart 0 moldes de carton se [lenaron con Parafina de Laboratorio con punto de
fusion de 56° - 58°C.

-Con las pinzas de puntaroma previamente cal entadas en el mechero de Bunsen, se extrgjeron los
fragmentos del frasco, colocandolos en e fondo de los moldes de tal forma que € lado del tejido
de donde se desea extraer |0s cortes quede hacia abajo.

-Se enumeraron cuidadosamente y se esperd la solidificacion de la parafina por enfriamiento
(refrigeracion), listo para e corte micrométrico de los tejidos.

4.-Corte Micrométrico delostgidos:

En éste paso obtenemos secciones de tamafio micrométrico para su observacion en €
microscopio. Para éste proceso se empled aparatos mecanicos de tal manera que permitan
efectuar, en forma més 0 menos automatica, cortes uniformes y delgados del espesor deseado.

Se utilizd6 un micrétomo de Minot, un bafio de flotacion con agua destilada a 50°C de
temperatura, pinceles finos de medicina, pinzas curvas apropiadas, campo de género suave,

l&minas porta objetos enumerados con |4piz diamante y sustancia adhesiva.
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Se obtuvo cortes de 3 a 6 micras que se extendieron en el bafio de flotacién, siendo recogidos
con las |aminas porta objetos sobre su superficie, dgjdndose escurrir; luego secolocd 1 a2 gotas
de albumina, paraintroducir laslaminas con €l cortetisular haciaarriba dentro delaestufaa58°C,
con € fin de secarlos, se disolvio laparafina paraobtener un contacto intimo con el cortey luego
se procedi6 ala coloracion.
5.-Tincién: Hematoxilina— Eosina.

Seextrgo laslaminas delaestufa, se enfriaron y colocaron en un portalaminadevidrio
sin fondo, procediendo con la siguiente técnica:
Eliminacion de la Parafina, como esta impide la coloracion de los cortes, es necesario
eliminarla, recurriendo paraello auno de los solventes: € Xilal.
Se coloco € portaobjetos horizontalmente y sobre éste unas gotas de Xilol por 5 minutos.
a. Hidratacion:
L os cortes desparafinados estén deshidratados, por lo tanto hidratamos con:
-Alcohol absoluto: primeravez durante 5 minutos
-Alcohol absoluto: segunda vez durante 5 minutos
-Alcohol a 95° se sumergieron las muestras 2 a 3 veces.
-Alcohol a 80° durante 2 minutos
-Luego con agua corriente hasta hidratar € corte.
b. Coloracion:
-Se suministré Hematoxilina durante 5 minutos
-Se sumergieron en alcohol clorhidrico 2 a 3 veces
c.Virge:
-Se lavo inmediatamente con agua por 5 minutos.
-Se administré Eosinapor 2 minutos
d. Diferenciacion:
-Se administro acohol de 70°: durante medio minuto
e. Deshidratacién: (Alcoholes de graduacién creciente)
-Se administro alcohol de 90° durante medio minuto
-Se administro alcohol de 96° durante medio minuto
-Se administré alcohol de 100° durante medio minuto (renovandolo una a dos veces)
-Para efectuar e montgje de los cortes con basamo de Canada (medio anhidro) es
necesario deshidratar previamente |os cortes.
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f. Aclaracion o diafanizacion:

Se administré Carbol — Xilol durante medio minuto (renovandolo una o 2 veces), a fin de
impregnar el corte con un solvente del badlsamo de Canada, que a mismo tiempo confiere un
indice de refraccion semejante a vidrio (carbol - Xilol).
6.-Montaje: Tiene como fin facilitar e examen microscopico y conservar las preparaciones.
Seprocedié alimpiar €l portaobjeto alrededor del corte y se deposito sobre é unagota de balsamo
de Canada disuelto en Xilol y se cubri6 con unalaminillade vidrio.

-La gecucion de éstos ultimos pasos debe realizarse con cierta rapidez cuidando de no respirar
sobre €l preparado para evitar que se hidrate.

-Al observarlo por transparencia o0 sobre un fondo negro una vez terminado, no debe presentar
ninguna opacidad.

-Finalmente, hizo lalectura microscopica de las diferentes estructuras reproductivas.

3.2.4 Serologia

Para obtener muestras serol 0gicas paraladeterminacion de los nivel es hormonal es se extrgjo
5 ml de sangre alas gallinas mediante incision de lavenaaxilar derecha con ayuda de unajeringa
descartable de 5 ml con aguja N°23 x 1"por cada gallina. La sangre se traspaso a tubos de 10 ml
para que coagule y luego se centrifugd a 3500 rpm durante 15 minutos; se extrajo el suero con
unajeringatuberculinay se deposito en viales rotulados, 1os que fueron guardados a -20°C para
posteriormente medir los niveles de estrégenos, progesterona y prolactina. La mediciéon de
hormonas se realizod en € laboratorio de Reproduccion de la Universidad Cayetano Heredia,
realizando larespectivametodologiay haciendo uso del Lector de microplacas ELx-800 BIOTEK
para la determinacion de los niveles de Prolactina mediante la prueba Inmunoenzimética ELISA
y €l Contador Gamma paraladeterminacion delos niveles de Estrogenosy Progesteronamediante

la prueba Radioinmunoensayo (RIA).
3.24.1 Prueba de Ensayo Inmunoenzimatico (ELISA) Tipo Sandwich a Dable

Anticuer po (Hangzhou Eastbiopharm 2012, 1-8).
Procedimiento del ensayo
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1.-Seprepararon los 5 estdndares a partir del reactivo estandar original; frasco de 0.5 ml auna
concentracion de 320 ng /ml de la siguiente manera:

160ng/mi Standard N° 5 120ul Original Standard+120ul Standard diluyente
80ng/ml Standard N° 4 120ul Standard N° 5+120ul Standard diluyente
40ng/ml Standard N° 3 120ul Standard N° 4+120ul Standard diluyente
20ng/mi Standard N° 2 120ul Standard N° 3+120pul Standard diluyente
10ng/ml Standard N° 1 120ul Standard N° 2+120ul Standard diluyente

2.-Se preparo la solucion de lavado:
Célculo de la cantidad: (consideraciones)
0.35ml, cantidad minima que se inyecta a cada pocillo paralavar
80 pocillos de laplacapor lavar (incluye blancos, estandares y muestras)
Cadapocillo selavo 5 veces.
Entonces se necesitd 140 ml de solucion de lavado.
Célculo de ladilucién: (consideraciones)
Sediluy6 30 veces la solucion concentrada de lavado con agua destilada, y como se necesitd
140 ml paralavar todos los pocillos, se calculd 5 ml de solucidn concentrada, esto se diluyo
en 145 ml de agua destilada.
3.-Los pocillos blancos fueron 1A, 1B de la placa, a éstos no se adiciond muestras, ni PRL-
anticuerpo marcado con biotin y streptavidin —HRP, solamente se adiciond la solucién
cromogena A y B y solucion stop.
Los pocillos paralos estandar es, -Se coloco 50 ul por duplicado de cada estandar en los pocillos:
1C, 1D € esténdar 1; 1E, 1F e esténdar 2; 1G, 1H el estandar 3; 2A, 2B e estéandar 4; 2C, 2D €l
esténdar 5.
Pocillos paralas M uestr as.-Se coloc6 40ul de suero de gallinas cluecas desde €l pocillo 2E hasta
6E y desde 6F hasta 10E sueros de gallinas ponedoras.
4.-Se adiciond 10pl de anticuerpo Biotin-PRL.
5.-Se coloco 50pl de estreptavidin-HRP-reactivo conjugado (azul)
6.-Se sell6 la placa con la membrana selladora.
7.-Se agitd suavemente para homogenizarlo.
8.-Seincubd en la estufa a 37°C durante 60 minutos.

9.-Se removio la membrana cuidadosamente y drend € liquido.
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10.-Cada pocillo Se lavd 5 veces, con 0.35 ml. y luego se sacudio la placa para eliminar € agua
sobrante.

11.-A cadapocillo se coloco 50 pl de cromogeno A.

12.-Luego se colocod 50ul de crombgeno B a cada pocillo.

13.-Se mescl 6 suavemente y se incubd por 10 minutos a 37°C lgjos de laluz.

14.-Se adiciond la solucion Stop 50ul a cadaceldilla (el azul cambia aamarillo inmediatamente).

15.-Finalmente se midié la densidad optica (OD) a 450 nm de longitud de onda, dentro de los 15
minutos despues de afiadir |a solucion stop.

16.-De acuerdo alaconcentracion de los estandares y € correspondiente valor de (OD) secalculé
la ecuacion de la curva de regresion lineal y luego se aplicd los valores de OD de la muestra

en la ecuacion de regresion para calcular la correspondiente concentracion de la muestra.

3.2.4.2 Pruebade Radioinmunoensayo (RIA) parala Determinacion Cuantitativain Vitro
de Estradiol (E2) en Suero de Gallinas (DI Asour ce 2011, 13-16).

Preparacion de Reactivos

A.-Trazador: Setransfirié cuantitativamente la solucién de etanol al tampon trazador y se mezcl 6.

B.-Controles: Se reconstituyo los controles con 1 ml. de agua destilada.

C.-Solucién de lavado de trabgjo: Se prepard € volumen necesario de solucion de lavado de
trabajo mezclando 69 partes de agua destilada por una parte de solucion de lavado (70x). Se
utilizd un agitador magnético para homogenizar.

Protocolo

1.-Se marco los tubos recubiertos para cada muestra y por duplicado para cada uno de los
estandaresy controles. Paraladeterminacion delas cuentas totales, se marco 2 tubos normales.

2.-Se agit6 brevemente los calibradores, muestras y controles y se dispensd 100 pl de cada uno
en sus respectivos tubos.

3.-Se dispensd 1000ul de E2 marcado con 1%°en cada tubo, incluyendo |os tubos no recubiertos a
las cuentas total es.

4.-Se agitd suavemente la gradilla de tubos para soltar cualquier burbuja cautivaen las paredes de
los tubos.
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5.-Seincubd durante 3 horas a 37°C en bafio maria

6.- Se aspird e contenido de cada tubo (excepto los de cuentas total es).

7.-Se lavo los tubos con 3 ml de solucion de lavado de trabajo (excepto los de cuentas  totales)
y se aspird .Se evitd laformacion de espuma durante la adicion de la solucion de lavado

8.-Se dgj6 os tubos en posicion inversa durante 2 minutos y se aspiré e liquido restante.

9.-Se midi6 la actividad de cada tubo durante 60 segundos en un contador Gamma.

3.2.4.3 Prueba de Radioinmunoensayo (RIA) para la Deter minacion Cuantitativain
Vitro de Progester ona (P4) en suero de gallinas (DI Asour ce, 2009, 13-16).

Preparacion de reactivos
A Controles: reconstituir los controles con 0.5 ml de agua destilada.
B Solucion delavado detrabajo: Se prepard el volumen necesario de solucién delavado de trabajo
mezclando 69 partes de agua destilada por 1 parte de solucion de lavado (70x). Se utilizé un
agitador magnético para homogenizar. Se desech6 la solucién de lavado de trabajo no utilizada a
final del dia

Protocolo

1.-Se marcé los tubos recubiertos por duplicado para cada uno de los estandares, muestras y
controles. Parala determinacion de las cuentas totales, se marco 2 tubos normales.

2.-Se agito brevemente | os calibradores, muestras y controles y se dispenso 50ul de cada uno en
SuS respectivos tubos.

3.-Sedispensd 5001 de PROG marcado con 112° en cadatubo, incluyendo los tubos no recubiertos
alas cuentas totales.

4.-Se agitd suavemente la gradilla de tubos para soltar cualquier burbuja cautiva en |las paredes de
los tubos.

5.-Se incubd durante 2 horas a 37°C en bafio de agua.

6.-Se aspird € contenido de cada tubo (excepto los de cuentas totales). Asegurando que la punta
de la pipetatoque el fondo del tubo con €l fin de aspirar todo € liquido.

7.-Se lavo los tubos con 3 ml de solucion de lavado de trabajo (excepto los de cuentas totales) y
se aspird. Se evitd laformacion de espuma durante la adicion de la solucion de lavado.

8.-Se degj6 | os tubos en posicidn inversa durante 2 minutos'y aspir6 el liquido restante.

9.-Se midi¢ la actividad de cada tubo durante 60 segundos en un Contador Gamma.

Caélculo parapreparar la solucion de lavado para Progesteronay Estradiol: (consideraciones)

-Progesterona: 64 muestras, 14 estandares, 4 controles.= 82 tubos
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-Estradiol: 64 muestras, 14 estédndares, 4 controles.= 82 tubos

-Total=164 tubos

-164 tubos x 3 ml = 492 ml.; como lasolucion es 1: 70, se necesité 7 ml. de solucion de lavado y
485 de agua destilada, haciendo un total de 492 ml.

3.2.5 Andlisisde Datos

Para el adecuado andlisis e interpretacion de los resultados se utilizé medidas de centralizacion
y dispersion de datos, € andlisis de varianza (ANAVA) para probar significancia estadistica en
las diferentes fases etarias en los niveles hormonales en gallinas cluecas y ponedoras, asi como
prueba de hipdtesis del modelo “t” de Student caracteristicas, tanto en las gallinas cluecas como
en ponedoras y graficos que describen las tendencias en los niveles hormonales asi como en la
jerarquia folicular, precisando € modelo al que mejor se gjusta la dispersion de datos. Para €l

andlisis de los datos se usoO € Excel y el programa de SPSS.
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CAPITULO IV
RESULTADOSY DISCUSION
4.1 Caracteristicas Corporales Externasen Gallinas Cluecasy Ponedor as segiin sus
Fases Etarias

EnlaTablal se presentael peso corpora promedio obtenido en las gallinas cluecas, €l cual es
de 1.14+0.17Kg; y en las galinas ponedoras es de 1.78+0.05K g, en toda la edad productiva, ésta
diferencia es atamente significativa (P<0.01), debido basicamente a que las gallinas en estado de
cluegqués reducen en gran medidasu ingestade alimento y agua, dando como resultado unapérdida
de un 36% de su peso corporal, porque éstas pueden permanecer €l 90% de su tiempo sobre €
nido abandonandolo solo para comer, beber y eliminar excretas durante breves periodos de
tiempo:10 a 20 minutos, (Fig.1, Fig.2). Es muy importante indicar que en este periodo las gallinas
pierden plumas en € area abdominal (placas incubatrices); la cua se vuelve edematosa y
atamente vascularizada. Estos resultados son concordantes con los reportados en las
investigaciones sobre la cluequés en gallinas y pavas (Berti de Gesto 2012, 307-309; Guemené,
Kansaku y Zadworny 2002, 18-21; Sauveur 1992, 112-125).

El largo de la cresta es de 4.59 +0.38 cm en promedio para gallinas cluecas y 5.68+ 0.48 cm
para ponedoras (Fig.3 y Fig.4); €l grosor de la crestaes de 2.58+0.08 mm paracluecasy 3.7+0.25
mm para ponedoras (Fig.5y Fig.6) y laaturaes de 1.95+0.2 cm paracluecas y 2.91+0.2 cm para
ponedoras Fig.7 y Fig.8 respectivamente. Todas estas diferencias son atamente significativas
(P<0.01). Los cambios se deben principamente a la reduccion de los androgenos y estrogenos
gue se evidencian en las galinas cluecas; estos resultados concuerdan con las investigaciones
sobre cluequés (Berti de Gesto 2012, 307-309; Guemené, Kansaku y Zadworny 2002, 18-21;
Sauveur 1992, 112-125). Asimismo la distanciaentre la punta del esterndn y las apdéfisis pubicas
en las gallinas cluecas es de 4.02+0.19cm y en las ponedoras de 6.46+0.33cm (Fig.9 y Fig.10); la
distancia entre las apdéfisis pubicas en gallinas cluecas es de 2.10+0.36 cm y en |las ponedoras es
de 4.03+0.29cm (Fig.11y Fig.12) y e diametro cloacal en las gallinas cluecas es de 1.94+0.18
cmy en la ponedoras de 2.84+0.16 cm (Fig.13 y Fig.14) respectivamente. Estas diferencias son
altamente significativas (P<0.01) y se deben basicamente a la involucion del aparato reproductor
en lagallina clueca; puesto que el peso del ovario se reduce en un 91.32% siendo muy notoriala
ausencia de foliculos vitelogénicos amarillos; € peso del oviducto se reduce en un 87.62% v €
largo del mismo en un 64.02%.

El cese de puesta origina que |os huesos pelvianos permanezcan mas juntosy la cloaca se
torne firme y seca. Todo esto es a consecuencia de la reduccién de estrogenos. (Berti de Gesto
2012, 307-309; Guemené, Kansaku y Zadworny 2002, 18-21; Sauveur 1992, 112-125).
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Tabla 1. Caracteristicas corporales externas en gallinas cluecas y ponedoras seguin sus fases etarias

Distancia entre

Diametro ) Distancia entre
Fases Peso corporal (kg) Esternon y pubis o Cresta
cloacal (cm) pofisis pubicas (cm)
etarias (cm)
semanas Largo (cm) Grosor (mm) Altura (cm)

ICluecas 'Poned. 2Cluecas 2Poned. °S°Cluecas 3Poned. “Cluecas “Poned.

5Cluecas °Poned. ®Cluecas ©®Poned. "Cluecas ’Poned.

1ra
19a32 A7+015.76+0.11:.20+0.19 .80+ 0.29 .19+ 047,31+ 1.07 .63+ 0.55 .13+ 0.58 .44 £ 0.54 .44 + 0.66 .49 + 0.19 1.88 + 0.15 .98 + 0.36 .91 + 0.62
x, £9)

33a44 14+0.16 .83+0.13.95+0.50'.87+0.29 .17+ 0.96 .95+ 0.65 .92+ 0.45 .16 + 0.56 .20 + 0.77 .63+ 0.61 .55+ 0.09 393+ 0.25 .68 + 0.34 .72 + 0.27
x, £9)

3ra
45 a58 .59+ 0.18 .72+ 0.07 .84+ 0.29 .04+ 0.24 .90+ 1.23 .26 £ 0.68 .04 + 0.47 .25+ 0.35,.10+ 0.13,.37 £ 0.38 .67 £ 0.25 .69+ 0.22 .17 + 0.28 .18 + 0.43
X, £9

4ta
59amas .18+0.04 .80+ 0.13 .78+ 0.27 .65+ 0.35 .82+ 1.12 .33+ 0.91 .82+ 0.36 .52+ 0.76 -.62 £ 0.34 .27 £ 0.69 .64 + 0.47 }.61 + 0.45 .96 + 0.30 .82 + 0.46
x, £9)

X, £S .14+ 017 .78+ 0.05.94+0.18 .84+ 0.16 .02+ 0.19 .46+ 0.33 .10 + 0.36 .03 + 0.29 .59 + 0.38 1.68 £ 0.48 .58 £ 0.08 3.7 £ 0.25 .95+ 0.20:.91+0.20

Ccv 14.91 281 9.28 5.63 4.73 511 17.14 7.20 8.28 8.45 3.10 6.76 10.26 6.87
Yte=-7.22 te=-7.47 %te=-12.82 “e=-8.35 Ste =-3.56 bte =-8.53 te=-6.81
P P<0.01 P<0.01 P<0.01 P<0.01 P<0.01 P<0.01 P<0.01
Numero de

_ Cluecas: 32; 8 por fase. Ponedoras: 32; 8 por fase
Gdllinas
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CARACTERISTICASEXTERNASDE GALLINASCLUECASY
PONEDORAS

Figura 1. Galina clueca. Figura 2. Gallina punedora. Figura 3. Longitud de crestade gallina
clueca. Figura4. Longitud de cresta de gallina ponedora.



CARACTERISTICASEXTERNASDE GALLINAS CLUECASY
PONEDORAS

Figura 5. Grosor de cresta en gallina clueca. Figura 6. Grosor de cresta en ponedora. Figura 7.
Alturadelacresta en gallina clueca. Figura 8. Altura de cresta en ponedora.



CARACTERISTICASEXTERNASDE GALLINAS CLUECASY
PONEDORAS

Figura 9. Longitud entre apofisis del esternon y apofisis pubicas de gallina clueca.
Figura10. Longitud entre apofisisdel esterndny apofisis pubicaen ponedoras. Figura
11. Longitud entre apdfisis pubicas en gallinas cluecas. Figura 12. Longitud entre
apofisis pubicas en ponedoras. Figura 13. Diametro cloacal en clueca. Figura 14.
Diametro cloacal en ponedora.



4.2 NivelesHormonales en Gallinas Cluecasy Ponedoras segin sus Fases Etarias

4.2.1 Estrogenos (Estradiol)

EnlaTabla2A sepresentael promedio de estrogenos en gallinas cluecas y ponedoras en
las diferentes fases etarias, apreciandose un promedio general de 69.16+ 30.74 pg/ml vy
227.55+40.46 pg/ml respectivamente; con diferencia altamente significativa y variacion relativa
maés ataen las gallinas cluecas 44.45% y 17.78% en ponedoras. Losinterval os confidenciales del
95% para cluecas es de 20.28<u<118.04 pg/ml y 163.22<u<291.88 pg/ml respectivamente.
También en |la Tabla 2B se aprecia diferencia significativa en los niveles de estrégenos en las
diferentes fases etarias en las gallinas cluecas, 10 que no ocurre en las ponedoras (Tabla 2C).

Estas variaciones encontradas se presentan en €l Gréfico 1A en dondelos niveles de estrogeno
en las cluecas se explicarian solo en un 15.09% por las fases etarias (R?= 0.1509); aspecto que no
se aprecia en las ponedoras en donde la variacion de los estrogenos se explicarian por las fases
etarias hasta en un 51.27% (R?=0.5127). Describiendo la tendencia se tiene que por cada fase
etaria, € menor incremento en € nivel de estrogenos se daen las cluecas: Y= 9.248x + 46.035 y
el més alto en las ponedoras: Y= 22.442x + 171.45 respectivamente.

Estos resultados son concordantes con las investigaciones que también encontraron bajos
niveles de estrégenos en pavas que estaban incubando y niveles altos en pavas ponedoras. (Porter
et al. 1991, 581-586).

L os bajos niveles de Estrégenos encontrados en las gallinas cluecas se deben probablemente
aque en € ovario de éstas solo existia pequefia cantidad de foliculos vitelogénicos blancos, en
comparacion ala notable y elevada cantidad de los mismos y ademas los folicul os vitel ogénicos
amarillos ordenados éstos en una jerarquia folicular en las gallinas ponedoras; asi como también
el estroma ovérico en las cluecas es notablemente muy pequefio en comparacion con € de las
ponedoras (Tabla 3). Esto permite aceptar |as teorias que afirman que los folicul os vitelogénicos
blancos especificamente y en mayor cantidad |os folicul os blancos pequefios (SWF), asi como €l
estroma ovarico con los foliculos estromales (SF); sintetizan |os estrogenos (E2) por laexistencia
de laenzima P450 AROM. (Wojtysiak et a. 2005, 91-97).

Asimismo € ovario de las gallinas cluecas no presentafolicul os vitel ogénicos amarillos, los
cuales s estan presentes en las ponedoras, los que son fuente de estrogenos, principa mente el
segundo y tercer foliculo de mayor tamafio; la capacidad de sintesis de estrogenos del F1
desaparece casi en su totalidad la vispera de la ovulacién, en éstos momentos éste foliculo se

especializaen la sintesis de progesterona (Sauveur 1992, 48).



La variacion relativa alta de estrégenos en las cluecas frente a las ponedoras lo explica la
existencia tan variada de foliculos vitelogénicos blancos (FVB) y la involucion dd estroma
ovarico en las diferentes fases etarias de éstas gallinas (Tabla 3), pues éstos son fuente de
estrégenos (Wojtysiak et a. 2005, 91-97); hecho que se ratifica con e andlisis de varianza
significativo en los niveles de estrogenos para las fases etarias. Todo esto probablemente se deba
al diferente estado de cluequés que existio en las gallinas en | as diferentes fases etarias, ya que se
obtuvo un escaso coeficiente de determinacion (R?= 0.1509) en la influencia en € nivel
estrogénico delavariable fases etarias, asi como también un menor incremento gque lo describe la
ecuacion de latendencia frente alas ponedoras.

Todo lo encontrado permite aceptar las teorias que indican que la prolactina debe actuar
directamente en e ovario para inhibir la esteroidogénesis y esto podria interrumpir € ge
hi potal ami co-hipofisiario gonadal y subsecuentemente lafuncion reproductiva (Porter et al. 1991,

581-586). Acto que queda demostrado con |os presentes resultados.

4.2.2. Progesterona

En laTabla 2A se presenta el promedio de progesterona en gallinas cluecas y ponedoras
en las diferentes fases etarias, en donde se aprecia un promedio general de 0.11+0.04 ng/ml y
1.5+0.6ng/ml, respectivamente; con diferencia atamente significativay unavariacion relativa de
36.36% en las cluecas y 40.00% en las ponedoras. Los intervalos confidenciales a 95% para
cluecas es de 0.05<u<0.17ng/ml y 0.55<u<2.45ng/ml para ponedoras. Del mismo modo, no se
aprecia diferencia significativa en los niveles de progesterona en las diferentes fases etarias en
gdlinas cluecas (Tabla 2B) y ponedoras (Tabla 2C).

Estas variaciones se presentan en € Gréfico 1B, en donde los niveles de progesterona en las
cluecas se explicarian por la edad sdlo en un 6.67% (R?=0.0667) y en las ponedoras los niveles
de progesterona se explicarian por |as fases etarias hasta en un nivel del 10.06% (R?=0.1006); €l
comportamiento de los niveles de progesterona en las diferentes fases etarias en las cluecas es
relativamente uniforme con un crecimiento muy pequefio por cadafase etaria, tal como se muestra
en el modelo Y=0.009x+0.085, a diferencia del comportamiento de los niveles de progesterona
en las ponedoras que es mucho mas variado y de crecimiento negativo como se explica por €
modelo Y=-0.148+1.885.



Estos resultados son similares alos encontrados en |as investigaciones en |os que también
se obtuvieron niveles muy bagos de progesterona en gallinas que estaban incubando (1.7+0.3
ng/ml) frente alos elevados niveles en gallinas que estaban poniendo (9.6+1.2 ng/ml) (Porter et
al. 1991, 581-586).

Los bgos niveles de progesterona encontrados en las gallinas cluecas se debe
probablemente a que |0s ovarios tenian pequefia cantidad de folicul os vitelogénicos blancos, 1os
gue solamente producen pequefiisimas cantidades de progesterona; diferenciamuy marcadafrente
a los ovarios de las gallinas ponedoras las que tienen los foliculos vitelogénicos blancos y
especialmente los foliculos vitelogénicos amarillos ordenados en una jerarquia folicular y la
progesterona proviene en grandes cantidades principalmente de la granulosa del foliculo
preovulatorio, asi como también en menor medida del foliculo post ovulatorio. Todo esto
concuerdacon lasteorias reportadas en la sintesi s de esteroides sexual es (Sauveur 1992, 50) y con
los resultados delainvestigaci 0n sobre la concentraci 0n de esteroides en fol icul os post ovul atorios
de patos (Wojtysiak et al. 2005, 91-97).

La variacion relativa alta de los niveles de progesterona en cluecas se explica por la
existenciatan variadade los folicul os vitel ogéni cos blancos en | as diferentes fases etarias, |0os que
generan pequeiiisimas cantidades de progesterona. EI mismo comportamiento se observa en las
ponedoras por la existencia también muy variada de los folicul os vitelogénicos blancos (FVB),
foliculos vitelogénicos amarillos (FVA) y folicul os postovul atorios (FPO) en las diferentes fases
etarias (Tabla 3).

Todo esto se debe tambi én probablemente al diferente estado de cluequés de las gallinas en
las diferentes fases etarias ratificado por € bajo coeficiente de determinacion (R?=0.0667) y el
comportamiento uniforme con pequefiisimo crecimiento (0.009x) que lo explica el modelo de
estimacion correspondiente (Gréfico 1B); asi como también alacontinuay pequefia liberacion de

progesterona emitida por los foliculos blancos (Wojtysiak et a. 2005, 91-97).

Cabe hacer € andlisis correspondiente en las ponedoras, pues en éstas existe también un
escaso coeficiente de determinacion (R?=0.1006) y € comportamiento es mucho mas variado con
un crecimiento negativo que explica e modelo de estimacion debido probablemente a la
existencia de una disminucion en la jerarquia folicular de acuerdo a las diferentes fases etarias
(Tabla 3).



La funcién de ésta hormona es la de control de las actividades celulares implicadas en €l
crecimiento del oviducto y sintesis de ciertas proteinas del albumen, en éste Gltimo caso actla en
sinergiacon |os estrogenos; controla también los ritmos de ovulacion y de oviposicion, actuando
sobre laliberacion de LH-RH por parte del hipotalamo sobre las contracciones del Utero previas
ala oviposicion y sobre la conducta de puesta. Estas funciones se ven anuladas en las gallinas
cluecas ya que existe en éstas bajos niveles de progesterona y bajos niveles de estrogenos que

tipifican el comportamiento de cluequés en las gallinas (Sauveur 1992, 50).

4.2.3. Prolactina

La Tabla 2A también muestra los niveles medios de prolactina en gallinas cluecas y
ponedoras en las diferentes fases etarias y un promedio general de 35.9+5.6 ng/ml y 17.11+3.24
ng/ml respectivamente, ésta diferencia es altamente significativa (P<0.01); también muestra la
variacion relativa de 15.60 % en cluecas y 18.94% en ponedoras. Los intervalos confidenciales
de prolactina para las cluecas son de 26.99<u<44.80 ng/ml y para ponedoras 11.96<u<22.26
ng/ml. No se encontro diferencias significativas en los niveles de prolactinaen las diferentes fases
etarias en las cluecas (Tabla 2B) y la diferencia es significativa en ponedoras (Tabla 2C). Los
niveles de prolactina en las gallinas cluecas dependen hasta en un 88.08% de las fases etarias,
mostrandose también que va disminuyendo paul atinamente en -4.186 ng/ml por cada fase etaria
apartir de 46.225 ng/ml, asi como lo describe € modelo Y= -4.186X + 46.225. En cambio en las
ponedoras | os niveles de prolactina dependen en sdlo 26.05% de | as fases etarias (R?=0.2605); su
tendencia es a crecer en razon de 1.281 ng/ml por cada fase etariaa partir de 13.905 ng/ml segiin
el modelo Y=1.281x +13.905 (Gréafico 1C).

Estos resultados son congruentes a los encontrados en |as investigaciones sobre produccion
de esteroides ovaricos en pavas en estado de cluequés (Porter et al. 1991, 581-586), encontrando
niveles muy altos de prolactina en pavas que estaban incubando frente a los bagjos niveles en las
ponedoras; del mismo modo concuerdan con las investigaciones que afirman que ésta hormona
induce todo e proceso desencadenante de la incubacion, asi como también es la encargada de
reducir la secrecion ovérica de estradiol, consecuentemente origina la regresion ovarica y de
oviducto (Jiang et al. 2005, 839-845; Erdost 2005, 1125-1128).

Asimismo, existe €l 88% de influencia de la variable fases etarias para los niveles de
prolactina en las gallinas cluecas, ademas el modelo indica que gallinas jOvenes tienen més atos
los niveles de prolactina en comparacién con las de mayor edad; por lo tanto, €
desencadenamiento de la cloquera en éstas es mucho mas répido, aseveracion que queda descrita



por el modelo que tiene una tendencia negativa y que disminuye paulatinamente por cada fase
etariaen -4.186 ng/ml de prolactina (Grafico 1C). Todo lo contrario ocurre en las ponedoras, poca
influencia de las fases etarias (R?=0.2605) y € modelo describe una tendencia positiva, por cada

fase etaria, la prolactinaincrementa una pequefiisima cantidad: 1.28 ng/ml.

Lo encontrado queda ratificado por las investigaciones en las que afirman que € alto nivel de
prolactinareduce laliberacion hipotal amica de la hormonaliberadora de gonadotropinas (GnRH)
y la liberacion de la hormona luteinizante (LH) desde la pituitaria, inhibiendo directamente la
esteroidogénesis ovérica, dando lugar alaregresion ovaricay del oviducto que se presentaen las
gallinas cluecas. (Reddy, David y Raju 2006, 156-161; Berry 2003, 971-980).



Tabla 2A. Niveles hormonales en gallinas cluecas y ponedoras seguin sus fases etarias.

_ Estrégeno E2 pg/ml Progesterona ng/ml Prolactina ng/ml
Fases etarias
1Cluecas ! Ponedoras 2Cluecas 2Ponedor as 3 Cluecas 3 Ponedor as
(semanas) _ _ _ _ _ _
X, =S X, *S X, =S X, *S X, =S X, =S
1ra
70.99+45.5 210.96+112.05 0.13+0.26 1.14+1.12 43.89+21.25 12.91+3.60
19a32
2da
27.34+£12.49 178.17+£108.56 0.04+0.08 2.36x£2.12 35.88+23.60 18.5t54
33a44
3ra
101.05+55.75 263.87+172.04 0.12+0.12 151+1.49 32.23+16.00 20.51+4.01
45 a58
4ta
. 77.25%.66.50 257.2+217.36 0.13+0.11 0.99+£0.59 31.65+11.33 16.51+4.11
59 amaés
X, £S 69.16 =+ 30.74 227.55 £ 40.46 0.11+£0.04 15+06 359 +£56 1711+ 3.24
Ccv 44.45 17.78 36.36 40.00 15.60 18.94
Inter. conf. 95% 20.28<u<118.04 163.22<u<291.88 0.05<u<0.17 0.55<u<2.45 26.99<u<44.80 11.96<u<22.26
5 1TE=-6.24 2TE=-4.62 3TE=5.81
<a
P<0.001 P<0.001 P<0.001
Métodos
RIA RIA ELISA
deandlisis
Numero de gallinas Cluecas: 32, 8 gallinas por fase. Ponedoras: 32, 8 gallinas por fase.

Fuente: Resultado de andlisis en el Laboratorio de Reproduccién de la Universidad Cayetano Heredia




Tabla2B. Andlisis de varianza paralos niveles hormonales en las diferentes fases etarias de gallinas cluecas.

Arallcle davardanm: ESTROGEMND an CLUECAS

s Mucsros Sumno Frem odiv Voriorzr
Farodl ] Se7.932 58 7553
Fuce 2¥ ] MLET aT.3L 15593
Fuws 5% ] 20535 1d o5 10762
Fuce LF ] GT0TE B3 E5 AE0T. 65

AMALISIS DE VARLAKZA

Crigon do fos vonirdores Sumo decvodmdes Srmdes delikborod Fremedio deles seodrodes F Embohiided  Volor eritice pore F
Enlie Mo 23TALET 3 T5I0EE 313 o0 255
ST RETLTN ) T Eselr.12 P MER 1S
Teutul 5340499 3L

Bndllce da varlanza: PROGESTERGMA an CLUECAS

Foees MMuostrs Sumno Fremodin Voriorar
Furzd g LarF LR K .07
Farz 2 = 031 [T anl
Faws 5 s 045 xiz a0l
Fare £ 5 118 15 a0l

AMALISIS DE VARLAKZA

Crigon do fos vonirdores Sumo decvodmdes  Srodes delikborod Fremedio deles srodrod F Fmbohiided  Volor eritice pore F
Enlie focw DOSELZS 3 0 a7z gl 255
Donbio fo las Fases O F01TS P
Teutul C.T5E1S 3L

dndllle da varlanzz: FROLACTIMG an CLUECAS

e Muosrms Sumno Fremodin Voriorzr
Fuwcl g 35i13 43,59 L8
Face 2 ] 23703 5. EE 55714
Fasz 5 ] Z5T.E2 3233 25609
Faos £ ] 24878 311 1352
AMNALIAS DE VARIANZA

Crigon do fos varicdones Sumo decvendmodes Srmdos delikborod Fremediio de les srodrodos F Ermbohiidod  Volor oritice pore F
Enbiz Mo E0OXTE 3 1ET.59 076 453 255
Dznbio for las fusss SR5TVL P 35206
Toudul 10456.50 3L

Fase 1. De 19 a32 semanas. Fase2. De 33 a44 semanas. Fase 3. De 45 a58 semanas. Fase 4. De 59 a méas semanas.
* Diferencia minima de significacién entre fases, segunda con terceray segunda con cuarta.



Tabla2C. Andlisisde varianza paralos niveles hormonales en las diferentes fases etarias de gallinas ponedoras.

Arndlisis dewarianza: ESTRMEEMO cn POMEDORAS

Frsos Muocstras Lwma Prarcdia Varirrza

Fazel b 1687.E5 21096 L2EE5ET
Fare 2 ¥ R DWLE ¥ LiELS 11/8pAS
Fatay A RIS EN.A7 7N
laz=d ] 20 ED Lo Rl
AMALSIE DE VARLANIA

vigor do fos vorkodores Sume de ovodrrdes @rodes de libortod  Premcdio de los cumdrodos F Probakilided  Volor erbeo porer F
Intretase F3733.4A0 1 1ETAY .h2 a? 250
Lentro de las fases SO0 S 24 LY.
Tota MISREST 31

#Anflisls devaranze: PFADGESTERGNA &n POMEDORAS

Fass Mo ertrms Suima FPramedia eawianra
Farrar 1 & 915 114 TR
Faze2 a 18,88 .50 147
Dase 3 8 12411 151 P
Fasr4 A 751 ooaq .05

AMALISIS DE VAR AMNZA

Cigen dia los wardodanes  Suma de cwadrodos  Grodes de bkarted  Promedio de los cuadrados F Prebakliidad Valer erlthee para F
Enlre Tuzes ] 1 2400 L.&s s i
Liorira de las fascs nEAY G Ada
Totd EF.A7 It

#Anilisis dovarianza: PAOLACTIMNG cn FOMEDORAS

Fosos Mucstras Zurma Pramedia Variorza

lTasel¥ E 102,30 120l L2096
Faze 2 : ] 1B 00 1550 L
lase st 8 1k 2okl Lhidl
Fa=r-4 A 13271 1051 1 h.Ar
AMALISIS. DE VARIANZA

Crigen da o varo dames Swvig Oe coadrirdos Grodae de bbartrd  Pramadia da loc coodrodas F Profabiided  Volor ernfico pone F
Entre fases PN ] 4 LN 4] A6 AR i
| R TEER N I TN IR JE 15,80

Il JrEAY il

Fase1l. De 19 a32 semanas. Fase2. De 33 a44 semanas. Fase 3. De 45 a58 semanas. Fase 4. De 59 a mas semanas.
* Diferencia minima de significacion entre fases, primera con segunday primera con tercera
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Gréfico 1A: Niveles de Estrégeno en cluecas y ponedoras segun sus fases etarias.
Grafico 1B: Niveles de Progesterona en cluecas y ponedoras segun sus fases etarias.

Grafico 1C: Niveles de Prolactina en cluecas y ponedoras segun sus fases etarias.

Gréfico 1. Niveles hormonales en gallinas cluecas y ponedoras seguin sus fases etarias.




4.3 Descripcion Anatomo Histologica del Aparato Reproductor de GallinasHy-Lineen
estado de Cluequés y Ponedoras

La figura 15 y figura 17 muestran e ovario y oviducto de galinas cluecas, € que esta
completamente involucionado versus €l de las ponedoras que se encuentra en su normal
funcionamiento (Figura16 y Figura 18, respectivamente).

El aparato genital delagallinaesta constituido por €l ovarioizquierdo que representalagonada
funciona y e oviducto largo y plegado del mismo lado. El ovario est4 unido a la cavidad
abdominal por los ligamentos mesovaricos eirrigado por laarteriaovarica, laque penetraatravés
del tallo folicular ramificandose en cada uno de los foliculos. Las venas que recogen la sangre de
la gbnada constituyen dos troncos venosos, uno anterior y otro posterior los que desembocan en
la vena cava posterior (Maron, Bulfon y Bee de Speroni 2012, 43-49; Altamirano, Bulfon y Bee
de Speroni 2009, 61-66; Ricaurte Galindo 2006, 7-10).

Figura 15. Aparato reproductor de gallina clueca en la cavidad corporal; se visuaiza el ovario(o) y
oviducto (ov) completamente involucionados. Figura 16. Aparato reproductor de una ponedoraen la
cavidad corporal nétese su gran tamafio del ovario (0) y oviducto (ov). Figura 17. Aparato reproductor
de una gallina clueca: ovario(o), infundibulum (i), Magnum (m), Istmo (is), Gtero (u) y vagina (v).
Figura 18. Aparato reproductor de una gallina ponedora, nétese el gran tamafio, ovario(o),
infundibulum (i), magnum (m), Istmo (is), Utero que contiene el huevo (u), y vagina (v).



4.3.1 El Ovario

4.3.1.1 Descripcion Anatémicadel Ovario

En la Tabla 3 se muestra el peso total promedio del ovario de 3.68g. + 2.04g. versus 42.379.+
8.54g. en galinas cluecas y ponedoras respectivamente, diferencia altamente significativa
(P<0.01); en ambas tiene un aspecto arracimado, pero en las gallinas cluecas sblo se visualizan
pequefios foliculos de color blanquecino (Fig.19).

En las ponedoras se observa la presencia de un promedio de 6.5+1.3 Folicul os Vitel ogénicos
Amarillos (FVA) en diferentes estadios de desarrollo que muestran un ordenamiento morfol gico
y de tamafio denominado jerarquiafolicular, constituyendo €l foliculo mas proximo aovular € F1
y sucesivamente en orden decreciente se les denomina F2, F3, Fs4, Fs, Fs, F7, y Fg. Cabe remarcar
gue ponedoras que se encuentran en la primera fase etaria tienen en promedio 8 FVA (una
jerarquiafolicular de 8) y son las que demuestran ata produccion de huevos; las ponedoras de la
2da fase etaria tienen en promedio 7 foliculos (jerarquiafolicular de 7); las de la 3erafase etaria
tienen en promedio 6 foliculos (jerarquiafolicular de 6) y las de la 4tafase 