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RESUMEN

En gallinas de raza White Leghorn provenientes de una empresa comercial productora de huevos,
se estudiaron las posibles causas de presentacion de intersexualidad al afio de edad, cuando las aves
ingresan a la fase de postura. Un 11% del lote present6 casos de intersexualidad evidenciados no
solo por cambios en el fenotipo sino también en el comportamiento. Para explicar dicho fenémeno
se estudiaron primero las posibles causas infecciosas (Marek, Leucosis o Bronquitis Infecciosa).
Estas se descartaron por medio de los estudios seroldgicos e histopatologicos. Los estudios
morfolégicos revelaron diferentes grados de atrofia del ovario izquierdo con desarrollo paralelo
del tejido gonadal derecho dando 6rganos similares a testiculos y en algunos casos a ovotestis. Las
génadas derecha e izquierda de los intersexos presentaron una distribucién irregular de tubulos
seminiferos, con epitelio espermatogénico en distintas fases. Sin embargo, un numero significativo
de tibulos mostraron muy pocas espermatogonias y espermiogénesis imperfectas e incompletas.
Los ovotestis izquierdos no presentaban configuracion folicular, excepto por algunos foliculos
atrésicos en la corteza. El cariotipo se estudi6 a partir de linfocitos periféricos estableciéndose la
presencia de ZZW, causa aparente del problema. La alta incidencia de hermafroditismo y la
presencia de cromosomas sexuales ZZW nos lleva a suponer que los altos grados de
intrahibridacién o de otras estrategias de hibridacion en las lineas comerciales, han predispuesto
la aparicion de la triploidia.

Palabras claves: intersexualidad, triploidia ZZW, gallinas ponedoras.

INTERSEXUALITY IN COMMERCIAL LINES OF LAYER HENS
SUMMARY

An investigation of the cause of intersexuality in an egg's producer commercial company of
White Leghorn hens line was carried out. The birds were one year old and were in laying phase.
Approximately 11% of the flock presented cases of intersexuality evidenced by phenotypical and
conduct changes. To explain the above phenomenon, the possibility of an infectious (Marek,
Leucosis or Infectious Bronchitis). These hipothesis were rejected following a serological and
histopathological study. Morphological study revealed differing degrees of left ovarian and
oviductal atrophy with a parallel development of right gonadal tissues similar to testes and in some
cases development of left ovotestes. The right and left gonads of the intersexes presented irregular
distribution of seminiferous tubules, with spermatogenic epithelium in différént phases. However,
a significant part of the tubules presented few spermatogonia and incomplete spermiogenesis. In
the left ovotestes the follicular configuration was absent, except for a few atresic follicles in the
cortex. The karyotype was researched from peripheral lymphocytes establishing the presence of
ZZ W, apparent causative agent of the problem. High incidence of hermaphrodism and the presence
of ZZW sex chromosomes lead us to believe that a high degree of inbreeding or other breeding
strategies might have predisposed the appearing of triploid chromosomes.

Key words: intersexuality, triploidy ZZW, layer hens.
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INTRODUCCION

En las aves domésticas, asi como en
todos los animales en los que 1a hembra es la
que tiene sexo heterogamético, el sexo de
cada individuo se define en el momento de la
ovulacion. La masculinizacién de las
hembras puede ser causada por diversas
circunstancias y se encuentra con cierta
frecuencia en las aves (De boer et al., 1984;
Frankenhuis et al, 1990; Lin et al., 1995 1 y
2; Solari et al., 1991).

La determinacion del sexo en los
animales domésticos se realiza en tres fases:
la primera fase es esencial, la determinacion
genética, y se basa en €l tipo de cromosomas
sexuales de las células. Tanto las células
somaticas como las gonadales de una gallina
presentaran heterogamesis sexual (ZW). La
aparicion del cromosoma W es, en este
aspecto, definitoria.

La segunda fase es la determinacion
sexual de los organos (génadas y genitales
internos aviares). Esta fase es el resultado de
la interaccién celular que a su vez depende
de la asociacién de los cromosomas sexuales
y somaticos y se caracteriza por la aparicion
de antigenos de superficie especificos y la
producciéon de hormonas gonadales. En el
embrion de las aves se forman dos gonadas y
oviductos bilaterales y simétricos, pero en
poco tiempo el grupo izquierdo excedera en
desarrollo al derecho (asimetria). Un estudio
comparativo de la diferenciaciéon de los
conductos de Wolff (mesonéfricos) y Miiller
(para mesonéfricos) en aves (Jones 1978;
Price, et al 1975) sugiere que los primeros
sean retenidos en las hembras (ZW) como
remanentes. La independencia de los
conductos de Wolff de la influencia de
hormonas gonadales fue confirmada en
experiencias que demostraron la presencia
del conducto mesonéfrico posterior a la
gonadectomia temprana en ambos sexos. El
conducto de Miiller derecho muestra, en las
hembras, una regresion parcial que ha sido
atribuida a las hormonas ovaricas producidas
por el tejido medular. El izquierdo es
retenido independientemente a la accién de
estas hormonas. Las génadas embrionarias se
diferencian morfol6gicamente entre los dias
7 y 9 del desarrollo (Price et al., 1975). En
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las aves adultas solo los organos femeninos
izquierdos seran funcionales aunque queden
remanentes sexuales del lado derecho (Jones,
1978).

La determinacién del sexo depende
de estas dos primeras fases y de su relacion
con factores exdgenos, lo que constituye /a
tercera fase. Esta implica la aparicién de los
caracteres sexuales secundarios (plumaje,
cresta, barbillones y espolones). En las
gallinas, el dimorfismo sexual es evidente a
los meses de edad, asi como el
comportamiento sexual especifico y estos
pueden o no estar de acuerdo con el sexo
genético y organico (Breneman, 1956).

En la hembra genéticamente
determinada, el crecimiento de la génada
derecha se detiene en un estadio de
desarrollo potencial (prospectivo) que es
similar al de un testiculo. Aunque la génada
derecha sea muy pequefia, va a persistir en
los adultos como un rudimento tisular, a lo
largo del lado ventral de la vena cava caudal.

Luego de las primeras fases, el
desarrollo embrionario del oviducto derecho
de una hembra genética es detenido
totalmente. Solo quedara un pequefio
remanente que se encuentra desembocando
en la cloaca.

En condiciones naturales, muchas
gallinas viejas pueden sufrir cambios seniles
que las masculinizan debido a que los
rudimentos medulares de la gonada derecha
se hacen funcionales.

Debido a un episodio de caida en la
producciéon de huevos de una compaiiia
productora comercial de huevos, con una
linea de gallinas White Leghorn, se
estudiaron  animales  fenotipicamente
intermedios en sus caracteres sexuales, con el
fin de diagnosticar la causa de esta

intersexualidad “y " principalmente para
describirla morfolégicamente.
MATERIALES Y METODOS

Se utilizaron quince gallinas

ponedoras, hibridas de una linea de White
Leghorn de un afio de edad, con ca-
racteristicas de intersexualidad. Todas ellas
habian entrado en la fase de actividad
reproductiva y provenian de un galpén de
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reproductores comerciales. Se estim6 que la
frecuencia de animales afectados fue
aproximadamente del 11% del galpon.

Se realizaron andlisis seroldogicos y
cariotipicos en diez animales. Luego se
realizo la necropsia de los quince animales
para desarrollar el examen macroscépico y
microscopico.

Serologia: Se extrajo suero para
determinar la presencia de anticuerpos contra
las siguientes enfermedades: New Castle,
Bronquitis Infecciosa y Leucosis aviar por
medio de pruebas de ELISA (Enzyme-linked
immunosorbent assay). La enfermedad de
Marek fue estudiada con la pulpa de las
plumas, por medio del método de
precipitacion en agar-gel (AGP).

Cariotipo: Se obtuvieron preparados
a partir de cultivos de linfocitos provenientes
de sangre venosa heparinizada en medio
minimo esencial (MEM) suplementado con
un 20% de suero fetal bovino. Como
mitégeno, para acumular de 10 a 15
metafases, se empled fito-hemaglutinina
(Gibco), en dilucion 0,15¢cc en 10cc de
MEM (segun indicaciones) y para detener las
mitosis se usd colchicina (1 pg:10cc de
MEM). Los preparados se fijaron en solucion
de Carnoy y se tifieron con Giemsa al 8%
durante cinco minutos. También se
emplearon dos técnicas desarrolladas por
otros autores (Wada et al, 1983; Wang et al
1974) con el fin de identificar al cromosoma
W a partir de la pulpa de las plumas alares.

Diagnostico  histolégico:  Las
preparaciones histologicas se obtuvieron de
pequefias piezas de las génadas izquierda y
derecha, oviductos, nervios ciaticos (para
determinar un posible Marek), hipofisis y
glandulas adrenales. Excepto las tltimas dos
glandulas, que fueron fijadas en formol
sublimado, los otros érganos fueron fijados
en formol tamponado al 10%, procesados
con parafina, seccionados cada 5 pm y
tefiidos con hematoxilina y eosina (H&E).

RESULTADOS

Examen externo: Todos los
animales se habian masculinizado, pre-
sentando un plumaje similar al del gallo, con
capacidad de canto y con intentos constantes
de cubrir a las aves compafieras de jaula.
Ademas desarrollaron espolones de tamafio
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mediano, asi como barbillones y cresta de
tipo masculino (todos ellos andrégeno-
dependientes) (Fig.A).

Examen  macroscépico: Los
hallazgos anatomicos fueron en general: a-
Un ovario hipogonadico izquierdo con
oviducto izquierdo normal y un tejido
rudimentario de tipo testicular del lado
derecho, b- Un ovario anormal izquierdo con
oviducto normal e hipertrofia de una génada
derecha similar a un testiculo (Fig. B), c-
Sélo una de las aves no presentd tejido
gonadico del lado derecho y tenia también
agenesia renal derecha. Este ave present6 un
ovario izquierdo atréfico sin foliculos y un
oviducto normal (Fig. C), d- Tanto en el lado
derecho, como en el izquierdo se presentaron
gonadas de tipo testicular y cisticos. Ademas
no tenian oviductos pero si conductos
similares a los deferentes pero atréficos.
(Fig. D). Los otros tejidos, como higado,
pancreas, riflones, nervios ciaticos, etc.
fueron normales en su aspecto, consistencia
y color. También observamos las glandulas
adrenales e hipofisiarias para descartar los
posibles tumores de células gonadotroéficas.

Observaciones histolégicas: Las
gonadas derecha e izquierda de la mayoria de
las aves eran hipertroficas, con una
distribucion irregular de tdbulos seminiferos
que contenian epitelio espermatogénico.

En la mayoria de las gobnadas
izquierdas estaba ausente el aparato folicular,
excepto por unos pocos foliculos
degenerados, ubicados en la zona cortical
externa que a su vez estaba delimitada
superficialmente por células mesoteliales. El
tejido cortical remanente no tenia mas que
una banda angosta de tejido fibroso (Fig. F).
El tejido medular estaba compuesto por
tubulos seminiferos que contenian células de
Sértoli solas o con unas pocas esper-
matogonias y espermatocitos (Fig. G). En
estas génadas tipo ovotestis se encontraron
masas de células de forma irregular y
tumorales conectadas con bandas de tejido
fibroso. Las células con forma de huso se
entremezclaban con un material amorfico
abundante del tipo que compone a las
membranas  basales.  Estas  lesiones
hiperplasticas mostraban signos de cambio
hacia adenomas tubulares (Fig. He I).

Los tdbulos seminiferos de las
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gonadas derechas se observaron constituidos
con un epitelio bien desarrollado de tipo
espermatogénico que consistia en todos los
tipos de estadios hasta el de espermétides
etongadas (Fig. E y J) asi como
espermatozoides de apariencia normal o bien
con un epitelio formado por numerosas
células de Sértoli y distintos tipos anormales
de células espermatogénicas con picnosis
nuclear, células gigantes con mas de un
nicleo y espermatozoides ondulados. Las
génadas derechas no mostraron estructuras
del tipo de los adenomas tubulares ni tejidos
de tipo cortical.

En la mayoria de los casos el
oviducto izquierdo estaba bien desarrollado
(40 a 70 cm de longitud). Las glandulas
estaban en fase secretoria y sus células
contenian abundantes granulos eosinofilicos
(Fig. K). Eso nos hace suponer que pudieron
ser funcionales antes de que la mas-
culinizacion se presentara.

Cariologia: El cultivo de linfocitos
de siete animales no dio suficientes
metafases para realizarles el cariotipo. Los
animales restantes (3) fueron triploides con
una combinacién de cromosomas sexuales
ZZW. El cromosoma W se distingue
perfectamente por ser heterocromatico y
tener entre un quinto a un medio del tamafio
del cromosoma Z. El cromosoma Z es
metacéntrico y de gran tamafio (macro-
cromosoma) y sus brazos son ligeramente
diferentes en longitud.

Serologia: Las pruebas serologicas
mostraron titulos vacunales normales para la
Enfermedad de Newcastle y la Bronquitis
Infecciosa. las pruebas de Leucosis y
Enfermedad de Marek dieron resultados
negativos.

DISCUSION

La masculinizacion puede deberse a:
a- Un tumor de células tecales ovaricas
productoras de androgenos, con destruccion
total o parcial del ovario izquierdo por
crecimiento del tejido tumoral (Guarda et al.,
1986).
b- La extirpacidon experimental del ovario
izquierdo puede inducir la masculinizacién
(Breneman, 1956; Frankenhuis et al., 1990),
asi como la presencia de hormonas sexuales
masculinas, que en general reprimen el
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desarrollo cortical y causan una hipertrofia
medular en la génada. La testosterona tiene
un efecto significativo, aumentando el
tamafio de la cresta (Breneman, 1956; De
boer et al., 1984; Frankenhuis et al. 1990).
¢- Las infecciones virales como la Bronquitis
Infecciosa, Enfermedad de Newcastle,
Leucosis Aviar o la Enfermedad de Marek
pueden causar la atrofia del ovario y
oviducto, asociada o no con inflamacion
(Guarda et al., 1986).

d- La masculinizacion espontanea ha sido
observada en pollos triploides con
cromosomas sexuales ZZW y es mas
frecuentes en embriones que provienen de
madres que inician la postura (De boer et al.,
1984, Fitzgerald et al., 1993).

Si el ovario izquierdo es destruido
quirargicamente o por una enfermedad, la
gbnada derecha se agranda y se desarrolla
como testiculo. Es reconocida la capacidad
de éstas génadas de desarrollar un ovotestis
u ocasionalmente un ovario, mas o menos
activo. Cuando la gonada izquierda estd
ausente, el mesonefros derecho y el conducto
mesonéfrico ( que persisten en las hembras
adultas normales) se agrandan y asocian con
la gonada derecha para formar el epididimo
y el conducto deferente. Por ello, el lado
derecho de una hembra genética adulta puede
producir un sistema masculino completo y
funcional.

Nuestras observaciones histologicas
descartan la existencia de tumores
productores de andrégenos en la gonada
izquierda que hubiera podido llevar a un
desarrollo anormal de ambas gonadas. La
formacién de ovocitos no viables pueden
originar adenomas tubulares en las génadas
hiperplésicas intersexuales.

Las infecciones virales como causa
posible de intersexualidad se originan por
destruccién viral de la génada normal y
desarrollo ulterior ‘de la génada vestigial
derecha en una gonada de tipo testicular no
demasiado evidente, aunque solo contenga
tejido medular que segrega androgenos
(ovotestis).

Los estudios tempranos sugieren que
las anormalidades cromosomales son la
causa principal y la presentaciéon de una
combinacion cromosdémica ZZW se asocia
tanto con un aumento en la mortalidad
embrionaria como con la masculinizacion.
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La presencia de triploides en las
lineas comerciales de gallinas ponedoras
puede atribuirse a un incremento en la
incidencia de divisiones meidticas aberrantes
durante los estadios tempranos del desarrollo
ovarico. Las divisiones meioticas aberrantes
producen numerosas ovocitos no viables que

triploides en las lineas comerciales, se
sugiere tanto una correcta seleccion genética
va que las distintas lineas tienen grados
variables de anormalidad cromosomal, como
cutdarnos de no utilizar gallinas demasiado

jovenes para la reproduccion, ya que en las

primeras ovulaciones es mas frecuente que

llevan a la constitucion de adenomas aparezcan las  divisiones  meioticas
tubulares (como ya fue mencionado). aberrantes.
Para reducir la aparicion de
Figuras

Figura A: Morfologia externa de las aves con caracteres secundarios como el plumaje, las crestas
v barbillones y espolones caracteristicos de los machos.

Figura B: Examen macroscopico de la gallina de la Fig. A, El ovario izquierdo es anormal, con
un oviducto izquierdo normal (*) ¢ hipertrofia de la ginada derecha coif caracteristicas de un
testiculo (T).

Figura C: Apariencia Macroscopica de una de las aves, mostrando la agenesia del rifion derecho
(), atrofia oviérica izquierda sin foliculos y un oviducto normal.

Figura D: Examen Macroscopico, Hipertrofia gonadal izquierda y derecha con caracteristicas
testiculares. La gonada derecha es de tipo quistico ch'}. Esta ave no presentaba oviducto pero tenia
conductos atroficos del tipo deferente.

Figura E: Examen microscopico. Micrografia 400x de gonada derecha mostrando tubulos
seminiferos que contienen células de Sértoli delineando la luz. También se encuentran presentes
diferentes tipos de espermatocitos anormales con picnosis nuclear y citoplasmas eosinofilicos (M,
células gigantes con mas de un nicleo (debajo de la flecha) y espermatozoides retorcidos (*) H&E.
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Figura F: Region cortical de una gonada del tipo del ovotestis que muestra una limina mesotelial
cubriendo la superficie () vy tejido fibroso (%) que representa al tejido cortical degenerado. H&E.
x 160,

Figura G: Tejido Medular de una gonada similar a un ovotestis compuesto de tibulos seminiferos
que contienen células similares a las de Sértoli sin el epitelio germinal (*). A la derecha y abajo
s¢ observa un tibulo seminifero con células de Sértoli v células germinales degeneradas.
HéE x160. v o

Figuras H e I: Estructuras del tipo de los adenomas tubulares en una gonada izquierda
hipertrofiada. El epitelio contiene células de Sértoli (S) y distintos tipos de células
espermatogénicas anormales (G). En L. podemos observar algunos grupos de espermatozoides
anormales (T) cerca de la luz. H&E. x160.
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Figura J: Tubulos seminiferos bien desarrollados con diferentes tipos de cclulas
espermatogénicas (G). En la luz central se muestran algunos espermatozoides maduros y células
degeneradas con picnosis nuclear. El tejido intersticial (T) contiene algunas células de Levdig
evidentes en el centro de la fotografia. H&E. x 160.

Figura K: Fotomicrografia de la porcion del magnum en un oviducto normal. Las celulas
slandulares estan llenas de grinulos eosinofilicos (albtimina) correspondiente con la fase de
psotura. H&E. x160.
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