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VARIACIONES CIRCADIANAS EN LA UTILIZACION DEL CALCIO DIETARIO
PARA LA FORMACION DEL CASCARON EN PONEDORAS
DURANTE EL PICO DE POSTURA

Héctor Jairo Correa Cardona

Asesor: José Antonio Cuarén [barguengoytia

RESUMEN
Se realiz6 un experimento con aves en el pico de postura, para establecer si el
suministro de Ca en las horas de la noche es mas eficiente gue en otros
momentas del dia y permite reducir |a cantidad de Ca consumido y la necesidad
de recurrir al Ca éseo para la formacion de! cascardn, sin afectar su calidad. Para
ello se utilizaron 112 aves tipo Leghorn de 24 semanas de edad algjadas en
jaulas individuales que se distribuyeron al azar en uno de 13 tratamientos
experimentales conformados por 12 tratamientos incluides en un arregle factorial 3
x 4, resultado de Ia combinacion de tres niveles de concentracion de Ca en la
dieta (3.4. 43 y 5.2 %) y cuatro momentos del dia para el suministro de astas
dietas (06.00, 12 00; 18:00 y 24:00 h) mas un tratamiento control negativo (2 4 %
de Ca para los cuatro periodos del dia) En cada perioda se suministrd 25 g de la
dieta experimental a cada ave en comederos indiviguales Para los 12
tratamientas del arreglo factorial. se asigno seis aves por tratamiento en tanto que
para ¢l testigo negativo se asignd un total de 40 aves. Estas se sometieron a una
fase de adaptacién a un programa medificado de iluminacién intermitente (16 h de
luz y 8 h de oscuridad) durante cuatro semanas. en la Ultima de las cuales se

reahizd lz adaptacidn al programa de suministro del alimento (100 g/avel/dia



repartidos en cuatro periodos). Durante la fase de adaptacion, a las aves se les
suministré un alimento comercial con 3 8% de Ca Al finalizar esta fase. estas se
sometieron a los tratamientos experimentales durante 19 dias en el pico de
postura. Se evaluaron variables de produccidén y calidad del cascarén en los
huevos recolectados durante las tres semanas experimentales asi como [a
concentraciéon de P plasmatico en muestras de sangre tomadas a las 12 hPOV el
ultimo dia experimenta! Estas variables de respuesta se analizaron de acuerdo a
un disefio de bloques completamente al azar en un arreglo factorial. El Gitimo dia
del experimento, a las 6, 12 y 18 hPOV. se sacrificaron por dislocaciéon cervical
seis aves del tratamiento de 2.4 % de Ca a las que se les extrajo el huevo en
formacion y en los que se estimd |a tasa de deposicién de Ca en el cascaron. En
las seis aves pertenecientes al Ultimo periodo los huevos se obtuvieron por
ovoposicion en los que se midid, ademas. las otras variables medidas durante [as
tres semanas expermentales. Estas se analizaron de acuerdo a un disefio de
bloques completamente al azar. Se calcularen ecuaciones de regresion para la
deposicion de Ca en el cascardn y el incremento en el peso del cascarédn para el
tratamiento control negativo y, a partir de estos datos. se estimd la tasa de
depasicién de Ca en el cascaron en los tratamientos incluidos en el arreglo
factorial. Se aceptd las diferencias entre tratamientos cuando P < 0.05. Mas del
80% de los huevos se ovopaositaron antes de las 12:C0 h y se estimd que entre las
20:00 y las 06:00 h dei dia siguiente toda la poblacién de aves que se encontraba
en postura estaba en proceso de formacion de cascaron siendo este el periodo del
dia en el que mayor demanda por Ca se presentd para la poblacidn de aves en

este expermento. No se encontraron diferencias significativas entre Ios
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tratamientos incluidos en el arreglo factorial para los parametros de produccidn y
de calidad del cascarén La eficiencia en la wilizacion del Ca de |a dista para la
formacion del cascaron fue menor a media que la cantidad de Ca consumido se
incrementd, Se presentd un efecto del periodo de suministro y cantidad de Ca
suministrado sobre la concentracion de P plasmatico, interaccion que indico que el
tratamiento de 3 4% de Ca suministrado a tas 24:00 h fue el mejor en términos de
la menor cantidad de Ca 6seo movilizado y la conservacién de fa calidad de
cascaron. Se pudo establecer que la tasa de deposicién de Ca en el eascaron fue
similar entre los tratamientos incluidos en el arreglo factorial (107 4 mg/h, EEM =
.0088). Todo io anterior permite indicar que es posible reducir tanto la cantidad de
Ca consumido como la cantidad que es movilizado desde 1a médula 6sea sin
afectar la calidad de! cascardn ni los parametros productivos de las aves, cuanda
este mineral es suministrado en un momento del dia y en una cantidad consistente

con las demandas del ave por este mineral para la formacion del cascardn
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I INTRODUCCION.

Hay muchas razones que justifican el permanente interés cientifico en el
metabolismo de! calcio (Ca) en aves de postura Una primer razdn involucra Ia
enorme importancia economica de esta especie que provee buena parte de
nuestro suministro diaria de alimentos. En segunde lugar, ha habido una
considerable motivacion para usar aves como modelos de estudios de
disfunciones del metabolismo del Ca que conducen a diferentes enfermedades
que se presentan tanto en humanos como en animales (Socares. 1987; Norman.
1887, Turner el al, 1994). De otra parte, no obstante los avances en la
investigacion del metabolismo del Ca con relacién a la formacién del cascarén, en
los controles de calidad y en la tecnologia aplicada continuan presentandose
pérdidas de huevos debido a problemas del cascarén y al mal manejo que podrian
ascender hasta un 14.14% de la produccién total (Carnarius et al , 1991).

Resulta dudoso gue exista cualguier otro animal que pueda consumir, absorber,
transportar y metabolizar mas Ca por unidad de peso que las aves Las
paonedoras comerciales producen en un periodo de 52 semanas 295 huevos, cada
uno con un peso promedio de 60 g (Lohmann, 1996) lo que representa un total de
cerca de 1B kg de masa Esto constituye, en si misma, una considerable
transferencia de matena! corporal de alrededor de 12 veces el peso de!l ave.
Considerando gue ei cascardn representa un promedio de 9.3% del peso total del
huevo (Al-Batshan et al., 1994) y que, a su vez. el Ca es el 36% del peso total del
cascardn (Clunies y Leeson, 1995), es posible calcular que una gallina comercial

secreta durante un periodo productive de un afio cerca de 600 g de Ca en el




cascardn lo gue corresponde a unas 30 veces !a cantidad de Ca que contiene su
cuerpo (Elaroussi et al., 1994). Si, ademas. se asume que del Ca consumido se
retiene un 50% para el huevo y la formacion de! cascarén (Etches. 1987 Hurwitz,
1987). una gallina consumiria cerca de 1.2 kg de Ca al afo

El manipular esta enorme cantidad de Ca desde el alimento hasta el cascardn
necesanamente debe involucrar un mecanismo homeostatico muy eficiente y
particular de |as ponedoras (Etches, 1987} El conocimiento de este mecanismo es
la base para entender y corregir las diferentes problemas que enfrenta la industria
avicola con relacion a la calidad del cascardn  Actualmente es conocido gue el
metabolismo del Ca en aves de postura presenta fluctuaciones ritmicas de

pertodos circadianos (Frost et al., 1991},




il REVISION DE LITERATURA

CRONOBIOCLOGIA Y NUTRICION ANIMAL.

Desde hace muchos afics se conace que la mayoria de las variables fisiclogicas
fluctdan regularmente en torno a algun valor intermedio gracias al efecto
homeostéatico del sistema nervioso y endocrino. Actualmente es conocido gue
existen varias actividades bioguimicas, fisiologicas y comportamentales que se
presentan con una regularidad reproducible tal, que los picos y depresiones de
dicha actividad se encuentran a intervalos predecibles En 1969, Halberg utilizé el
término cronobioldgia para agrupar dichos aspectos temporales de los
fendmenos bioldgicos (Wilson, 1989).

Con base en la duracion del ciclo, Ruckebusch et al., {1991) los han clasificado en
ritmos de alta frecuencia (ultradianos) que tienen poca duracion; ritmos de baja
frecuencia (infradianos) que son de larga duracién, y ritmos de frecuencia media
entre los que se encuentran los ritmos circadianos, con un periodo aproximado
de 24 horas con limites normales de 20 a 28 horas

En los animales domésticos, no obstante que han sido detectados y descritos
ritmos en diferentes procesos y actividades relacicnados con la nutricion y el
metabolismo general de los nutrimentos, la aplicabilidad que se le ha dado a éste
fendmeno ha side muy restringida {(Halberg 1989: Mercer et al.. 1993) Los
requerimientes nutricionales, por ejemplo, se han establecido sobre la base de
asignaciones diarias en las que no se han tenido en cuenta las variaciones que
dentro del dia se presentan para dichos requerimigntos. Asi mismo, los programas

de alimentacidn se han establecido sobre la base de suministrar estos nutrientes

-




asignados por dia, ya sea en una comida, en varias o a libre voluntad durante el
dia, determinando el momento en que se suministra. mas por razones practicas

que por fundamentos cientificos.

VARIACIONES CIRCADIANAS EN EL METABOLISMO DEL

CALCIO EN AVES DE POSTURA

CONSUMOQ DE CALCIO
El consumo voluntaric es un fenémeno fisioldgico (expresado en términos
comportamentales). que comprende la integracién de muchas sefiales y refleja la
fiexibilidad del sistema bioldgico involucrado para hacer frente a la variabilidad en
el suministro de alimento, la composicion y el estado animal (Illus y Jessop. 1996).
Para Church y Pond {1977). resulta indudable que todos los animales disponen de
mecanismos fisioldgicos para requtar el consumo de alimentos. tanto en
situaciones a corto como a largo plazo. El consumo de alimento, sin embargo, mas
que estar regulado, es la expresion de [a situacién metabdlica y sicologica del
animal. los animales consumen como consecuencia del estado metabdlico con ef
fin de cubrir las necesidades de nutrientes que en esos momentos demanda. El
CONsuUmMo No es Mas que una respuesta a una demanda por parte del metabolismo
del animal. Si no hay demanda, no hay consumo. Es un principio de economia. En
este sentido, Jhanson. (1932). afirma que la ritmicidad en el consumo de alimentos
es una sefal de ritmos circadianos. El asegura que e! comportamiento alimenticio
es un patron inherente, genéticamente controlado que puede ser variado por

condicionamientos o entrenamientos.




En el caso del Ca, ha sido postulado que el consumo de este mineral por 1as aves
de postura estaria regulado por trés fuerzas (Etches, 1987) Primero, por |a
existencia de un ritmo circadiano tanto en el consumo de alimento como de Ca el
cual es modificado, a suvez. por el estado de |a formacién del huevo. En segundo
lugar, el consumo diario de Ca depende del estado de |a secuencia ovulatoria. Sin
embargo, quiza la fuerza que aitera en mayor medida el consumo de Ca, es el
método de presentacién de éste para su consumo. Invariablemente estas tres
fuerzas son la expresion de las veariaciones ciclicas en 10s requerimientos de Ca
para la formacién del cascardn

Si el Ca estd incorporado en e! alimento de modo que la gallina es incapaz de
seleccionar este nutriente, ella consume el Ca a una tasa dependiente del
consumo de almento a través del fotoperiodo (Clunies y Leeson, 1995; Chan vy
Moran, 1985; Clunies y Leeson. 1994) De otra parte, si el Ca es suministrado
separadamente del resto de ingredientes, este es consumido preferentemente al
final del foloperiodo y muy poco Ca es consumido durante las primeras 10 a 12
horas (Chan y Moran, 1985). Alrededor del 60% del consumo dei Ca de! dia se
presenta en las cuatro Ultimas horas del fotoperiodo. Este comportamiento en el
consume estaria respondiendo a un incremento en ias necesidades de Ca para
formar el cascardn el cual, si se asume que la ovoposicidn se presenta a las
0800 h. presentaria su tasa maxima entre las 10 y 14 horas postovoposicion
{(hPOV) (18:00 a 20:00 h) de acuerdo a los datos de Clunies y Leeson (1995).
Este tiempo concuerda con el momento del dia en el cual se presenta un
incremento marcade en el consumo de Ca alcanzando su cenit entre las 18:00 y

22:00 h indicande gue el incremento marcado en el consumo de Ca se presenta

n




cOmo una respuesta al incremento en la demanda del organismo por este mineral
para la formacion del cascardn.

El consumo tanto de alimento como de Ca se ven reducidos durante los dias en
que las aves se encuentran en pausa ovarica Esta reduccion en el consumo de
nutrientes. se ha postulado como una respuesta a la reduccion en las necesidades
tanto de energia como de nutrientes. ncluido el Ca (Nesheim y Austic. 1985; De
Blas. 1988). La reduccién en el consumo de Ca. sin embargo, no es proporcional a
la reduccidn en las necesidades de Ca para formar el cascarén lo que se ha
explicado coma una compensacion al balance negativo que se presenta durante

los dias de formacion de cascarén (Chan y Moran, 1985; Clunies et al., 1992).

ABSORCION DEL CALCIO
Actualmente es aceptade que el Ca puede ser transferido desde el lumen
intestinal hasta el sistema circulatorio por vias para e intracelulares (Norman,
1987, Wasserman y Fuller, 1985, Bronner, 1987; Fernandez, 1995a; Dunn et al.,
1995, Norman y Hurwitz. 1993). El primero es un proceso no saturable que se
presenta a todo lo largo del intestino delgado, el cual es independienta de
regulaciones fisioldgicas y nutricionales, siendo dependiente Unicamente de la
concentracién del Ca a nivel luminal. La segunda via se da por procesos
saturables, predominantemente a bajas concentraciones de Ca. por lo que
requieren energia para mover el Ca en contra de un gradiente electro-quimico,
localizandose especialmente en el intestino proximal, es decir. ef duodena y
yeyuno supenor. Estas rutas estan reguladas per Jla harmona 1.25-

dihidroxicolecalciferol mediante dos efectos (Wasserman y Fuller. 1985). Uro
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dependiente de la expresién genomica y sintesis de proteina (respuesta
genomica), y la ofra, una respuesta mas rapida que no es dependiente de la
activacién gendmica {respuesta no-gendémica). El primero esta ejemplificado por |a
sintesis de la ‘Proteina Transportadora de Ca® (CaBP) (Bronner, 1987}
denominada también Calbidin-Ds  (Fermandez. 1895a) y un oligbdmero
recientemente descubierto de 400-kDa (Dunn et al., 1995). En el caso de los
mamiferos, esta proteina transportadora presenta un tamafc de 9-kDa y es
denominada Calbidin-Dg (Wasserman y Fuller, 1895). Se tfrata de un proceso
complejo que involucra el movimiento iuminal del Ca a traves de la membrana de
las microvellosidades a! interior del enterocito, la traslocacion del Ca desde el
punto de entrada hasta la membrana basolateral, y la extruccion activa desde la
célula al sistema circulatorio {Wasserman y Fuller, 1995) El segundo. esta
ejemplificado por el incremento répido en [a concentracion intracelular de Ca por la
apertura de canales de Ca(Wasserman y Fuller, 1995. Norman y Hurtwitz. 1983)

En principio puede plantearse que la importancia cuantitativa de las dos vias en la
absorcion del Ca en un momento determinado, dependera de dos factores: la
cantidad de Ca presente en el lumen intestinal y la concentracion de 1.25-
dihidroxicolecalciferot en plasma En el primer caso, Bronner (1987) senala que
variando la cantidad de Ca consumido se tendran efectos diferentes y opuestos
sobre las dos rutas de absorcion del Ca. Un incrementa en el consumo de Ca
reducira la regulacidn de |os procesos transcelulares saturables. mientras que la
cantidad de Ca movido por la ruta no saturable paraceiular se incrementara en
proporcion directa al incremento en el consumo. Por el contrario, disminuyendo el

consumo de Ca conducira al resultado opuesto. un incremente en la regulacion




por los procesos transcelulares, mientras que la cantidad de Ca absorbido por |a
ruta paracelular disminwra, de nuevo en proporcidn directa a la disminucion del
consumo Asi mismo. Soares {1984) sefala que aungue existen diferencias en
opinidn, se piensa que !0s mecanismos pasivos {4 procesos paracelulares?) para
la absorcion del Ca predominan cuando el Ca en la dieta es adecuado. En
condiciones de bajo Ca o de deficiencia, los mecanismos activos (¢ procesos
transcelulares?} se asume que son mucho mas importantes

La concentracion de Ca a nivel intestinal estard determinada por ia tasa de
consumo la cual. como se vio en el apartado anterior, va a ser diferente
dependiendo principalmente del estado de formacion del huevo y |a presentacién
de Ca en el alimento Cuando el Ca es suministrado mezciado con el resto de
componentes del alimento. éste sera consumido en la misma medida en que &l
alimento como un todo sea consumido. Cuando el Ca es sumimstrado separado
del resto de componentes dieta, este serd consumido en una proporcién mucho
mayor al final del fotoperiédo.

Por otra parte, {as concentraciones de la 1,25-dihidroxicolecalcifercl en e! plasma
de aves de postura, presenta un ritmo circadiane que, segun Frostetal. {1991} es
dependienté de la ovoposicién alcanzando el cenit entre las 10 y 14 horas
postovopaosicion. Estas variaciones ritmicas en la concentracion de esta hormena
estarian controladas inicialmente por los requerimientos de Ca por el organismo.
Las concentraciones plasmaticas de Ca idnico (Ca®*) disminuyen a medida que el
Ca es bombeado desde la sangre hacia la glandula coquiliaria para formar el
cascaron de modo que la concentracion mas baja se alcanza alrededor de las 14

hPQV. Esa reduccién, que en realidad es un estado de hipocalcemia. estimula la




actividad de la enzima 25-hidroxicolecalciferol 1-a hidroxilasa a nivel renal quien, a
su vez, induce la transformacién de ia 25-hidroxicolecalciferof en 1.25-
dihidroxicolecalciferol (Scares, 1984, Frost et al. 1991) Asi mismo. una baja
concentracion de Ca™ en plasma estimula la secrecidn de la hormona
paratiroidea la cual actia concertadamente con la 1,25-dihidroxicolecalcifero! para
causar un incremento en la resorcidén dsea. la absorcion intestinal del Ca y una
reduccidn en la excrecién renal de éste mineral. toda con la finalidad de
contrarrestar la disminucidn en su concentracién plasmatica {Elaroussi et al., 1994;
Soares 1884)

Bajo estas consideraciones es posibie argumentar que sobre |z base de las
variaciones circadianas en la concentracion de la 1,25-dihidroxicolecalcifero!, se
podria esperar una absorcion del Ca por procesos paracelulares principalmente al
principio y la final del periodo comprendido entre dos ovoposiciones y. por
procesos intracelulares durante el periodo de méxima deposicion de Ca en
cascardén. Esto no implica que al mismo liempo se presente el proceso
complementaric de absorcion de Ca. Sin embargo. si se considera el patrén de
consumo de Ca bajo condiciones de suministro separado. donde se da un
incremento repenting al final del fotoperiddo. es probable que el Ca sea absorbido
principalmente por procesos paracelulares contrariamente al modo en gue se
absorbe cuando se suministra con un alimento completo. Ahora. la retencion de
Ca no ha sido establecida sobre una base de intervalos cortos de tiempo a traves
del periodo de formacion de! cascardn (Etches, 1987) por lo que la eficiencia con

la cual estas vias independientemente absorben el Ca intestinal tampoco se ha




establecido, pero es posible especular que la via intracelular sea mas eficiente que
la paracelular dado que es conocido gque a medida que se incrementa el consumo
de Ca se reduce la retencidn de este tanto en dias de formacién de cascaron
como en dias en que no hubo formacion de cascardn (Clunies et al , 1982) aungue
en términos cuantitativos haya un incremento neto en la cantidad retenida
Durante los dias en que las gallinas no estan formando cascardn. ha sido
demostrado que no solo se reduce el consumo de Ca y demas nutrientes (Chan y
Moran, 1985 Nesheim y Austic, 1985 De Blas, 1988; Clunies et al, 1992a;
Clunies et al., 1992b} si no gue ademas, se reduce la eficiencia en la absorcion de
éste.

También ha sido demostrado que a medida que avanza la edad de las aves. la
tasa de absorcion de Ca se ve reducida {Al-Batshan et al., 1994), lo cual estaria
asociado a una disminucidn en la actividad de la enzima 25-hidroxicolecalciferol 1-
o hidroxilasa a mivel renal y la consecuente disminucidn en-la concentracién
plasmatica de la 1.25-dihidroxicolecalciferol como se puede deducir de |os niveles
maximos presentados por Frost et al.. {1992) con aves de 48 semanas de edad
(646 pmolfl) y por Frost et al . (1991) con aves de 75 semanas de edad (300

pmol/L}

ACREENCION Y RESORCION OSEA.
El tgjido ésec es un tejido fisiolégicamente aclivo que participa de una manera
importante en la homeostasis de las concentraciones sanguineas del Ca

Fernandez (1995b) realizando un estudic de cinélica con Ca y fésfora (P)
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radioactivos en cerdos en crecimiento demostraron que la acreencién dsea fue
constante e independiente del nivel de consumo pero, al contrario. la resorcion
Gsea disminuyd con el incremento en el consume. de modo que las cantidades
incremegntadas de Ca y P que ingresaron al sistema al incrementarse |a cantidad
absorbida fueron contraatacadas por una reduccion de la cantidad de minerales
liberados del hueso. Asi mismeo. las investigaciones de Bloom et af . {1958)
{citados por Etches, 1987) en aves de postura indican que tanlo la actividad
osteoclastica (resorcion osea) como la actividad osteoblastica (acreencién osea)
estan presente simultaneamente en todos los momentos del ciclo ovulatorio y
formaciéon del cascarén sefialando que la actividad osteoblastica predomina
cuando la glandula coquiliaria es inactiva. en tanto que la actividad osteoclastica
predomina cuando la tasa de acreencion de Ca*™ sobre el cascardn es muy alta.
Etches (1987) por su parte, indica que presumiblemente la corteza dsea es la
encargada de suministrar el Ca" durante periodos de privacion cronica pero que la
demanda aguda de Ca"* cuando la caicificacion dei cascardn ocurre en ausencia
de consumno de aflimento, es sostenida por la movilizacién de Ca desde la médula
osea

Con lo anterior en mente. es posible argumentar que cuando el Ca es consumido
durante las primeras horas postovoposicion y las ultimas horas antes de ia
siguente ovoposicion, cuando la calcificacion del cascardon es baja. este es
principalmente destinado hacia |la acreencidn dsea en tanto que durante las horas
intermedias en las que la formacion del cascaron se da activamente con una alta
demanda de Ca, es principalmente la actividad osteoclastica la encargada de

suministrar el Ca al sistema dado que durante esas horas el consumo de Ca




normalmente es muy bajo. Esto estaria reforzado por los datos pubhicados por
Clumes y Leeson (1994) los cuales muestran que el Ca consumide durante las
horas de maxima deposicion del cascardn fue mas bajo que durante los otros
periodos y que, ademas, este fue empleado con una eficiencia calculada de mas
del 100% lo que indica que se esta depositando mas Ca al cascardn que el que es
aportado desde e! tracto digestivo y esto es debido a gue los bajos consumos que
se presentan durante esos periodos no logran compensar la cantidad de Ca que
es bombeado hacia el cascarén por to que seria el Ca proveniente de los huesos
el encargado de suministrar este mineral Esto concuerda con las variaciones en la
concentracién de P plasmatico informadas por Frost et al.. (1991) que presentan
su maximo durante las horas de maxima deposicion de cascardn, y las cuales son
un indicador de la actividad osteoclastica Dado que durante la resorcion 0sea se
iiberan Ca y P simultaneamente y, debido a que éste Ultimo no es empleado en la
formacion del cascarén el exceso es expresado como un incremento en las

concentraciones plasmaticas

FORMACION DEL CASCARON

El proceso mas importante que altera las concentraciones de Ca™ a nivel
plasmatico en aves en postura es fundamentaimente la alts demanda de este
mineral para la formacién del cascarén. Es precisamente este proceso el que pone
en funcionamiento todos los mecanismos homeostaticos que poseen las aves para

compensar la secrecion de Ca por esta via.




El cascardn esta compuesto de aproximadamente un 95% de carbonato de Ca,
principalmente en la forma de cristales de calcita. y 5% de material organico. en la
forma de membranas y una matrix organica (Parsons, 1982).

La formacion del cascarér no se da a una tasa constante Esta es lenta al
principio, presentando una tasa maxima al intermedio para luego disminuir
nuevamente al fina! (Cluinies y Leeson, 1995, Etches, 1987, Clunies y Leeson,
1994, Frost et al., 1991) Ciunies y Leeson (1994) demostraron estas variaciones,
al determinar la cantidad de Ca depositado en el cascaron cada seis hPOV
empleando cinco niveles de concentracidn de Ca en la dieta. De los datos
publicados por estos autores se desprende que, en general, la tasa de deposicion
de Ca en el cascardn es baja durante las primeras seis hPOV. Estas son
consistentes con el tiempo en que tarda el huevo en formacién en llegar a la
glanduta coquiliaria e iniciar la calcificacidén. La ovuiacidn se presenta entre 40
minutos (North, 1991) a una hora (Etches. 1987) POV. Posteriormente, el huevo
en formacion tarda alrededor de 4.5 horas en alcanzar la glandula coquiliaria al
pasar por el infundibulum {0.25 h), el magnum (3.0 h) y el itmus (1.25 h) Incluso,
aun cuando el huevo en formacién alcanza la glandula coguiliaria. 'a deposicion
del cascaron es muy lenta durante las primeras 4 horas ya que durante este
periodo e! principal proceso que se presenia es la absorcidn de agua, algunas
sales y glucosa desde el fluido de la glandula hacia el interior del huevo
incrementandose el volumen del huevo (Tullet, 1987). Este proceso. conocida
como “hinchamiento”, comienza a estrechar las membranas de! cascarén y resulta
en la distensién de la glandula coguiliaria lo cual es considerado como un estimulo

para que sé inicie la fase rapida de calcificaciéon La tasa maxima de deposicion
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de Ca en el cascaron se presenta en el periodo comprendido entre las 12 y 18
POV, declinando posteriormente

Durante la fase de maxima deposicidn de cascardn. la transferencia de Ca™
desde |la sangre hacia éste se da a una tasa que oscila entre 100 y 200 mg/h
{Clunies y Leeson, 1995, Etches, 1987; Cluries y Leeson. 1994) Segun célculos
de Etches (1987), esta excrecion de Ca'" desde la sangre podria reducrr los
niveles plasmaticos de Ca™ a cero si no hubiese otra fuente disponible. En vista
de que la formacion de cascardn se presenta en las horas de oscuridad cuando
Ios niveles de consumo de alimento son muy bajos o inexistentes. la unica fuente
que puede suministra el Ca”™ durante éste periodo es la médula ésea

En términos simples. el cascardn deriva de !a combinacion de iones de Ca con

iones bicarbonato {Tullet. 1987, Taylor y Stringer, 1987

Ca'" +2HCO; -» CaCOz + 2H"

Dado que el Ca™ no es almacenado en las células del oviducto, este es
transportado desde la sangre por mecanismos pasivos y. mucho mas importante,
por mecanismos activos (Tullet. 1987) Esto estaria indicando gue durante ia
formacion del cascardn también se presentaria una demanda de energia para el

transporte de este ion hacia el cascarén.




EXCRECION.

Al igual que en los demas procesos del metabolismo del Ca en aves de postura,
la excrecion de este mineral presenta una variacién diurna. Fussel! (1960) citado
por Wideman (1987) observo fluctuaciones en las tasas de excrecion urinaria de
Ca y P durante el cicle de formacion del hueve. La excrecion de Ca disminuyG y la
de P se incrementd durante los seis periodos de recoleccion de orina gue
precedieron 1a ovaposicion {cada 2 h) Luego de la ovoposicién. la excrecion de
Ca se incrementd y la de P disminuyd. Estos patrones de excrecion de Cay P
parecen estar correlacionados con el estado de calcificacién del cascarén y no
necesariamente con el momento del dia o con el momento de alimentacién
{Taylor, 1967) lo que estaria indicando que se trata de un ritmo circadiano
enddgeno que no es modificado por factores externos (Brady, 1979, Takahashi y
Zatz, 1982). Estos datos concuerdan con los de Farmer et al., (1986b) quienes
estudiaron el efecto del momento de! dia en que se suministra el Ca a aves en
postura sobre su utilizacion en la formacidn del cascarén. Sus resultados indican
que cuando el Ca es suministrado en ias horas AM (0800 h). este se absorbe en
menor proporcion y se excreta en mayores cantitdades que cuando es
surninistrado en las horas PM (1600 h)

Durante la calcificacion del cascaron. ia glandula coquitiaria remueve Ca desde la
sangre. Cuando ta absorcidn de Ca por el tracto no puede sostener el ritmo de
utilizacion de Ca por la glandula coguiliaria o cuando la calcificacidén ocurre
durante la noche cuando el tracto estd vacio. los niveles sanguineos de Ca

disminuyen (Etches 1987; Frost et al, 1991; Wideman, 1987). La disminucion en
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los niveles plasmaticos de Ca eslimula la glandula paratiroides para secretar
paratohormona (PTH). lo que resulta en un incremento en la movilizacién de
minerales de! hueso {Wideman, 1987) Debido a que durante la resorcidn Osea se
livera el Ca y el P con una relacién de 2.5 a 1 y la relacién de Ca a P en el
cascardn es de 20 a 1 {Wideman, 1987). el P liberado en exceso se acumula en la
sangre (Frost et al., 1991; Wideman, 1987). Esta acumulacion de P en la sangre
es atenuada por una estimulacién en la excrecion de P urinario por la PTH
(Wideman, 1987). Simultaneamente, como resultado de 1a reduccidn en la tasa de
filtracion y/o como resultado de |a accion sostenida de la PTH sobre los rifiones. |a
excrecidn urinaria de Ca disminuye {(Wideman, 1987)

Con base en la antenor revision bibliografica, se puede concluir que existe
suficiente evidencia experimental que demuestra la existencia de ntmos
circadianos en diferentes procesos relacionados con el metabolismo y la
alimentacién del Ca en aves de postura El conocimiento de estos procesos podria
dar nuevas luces en la comprension de los diferentes problemas retacionados con
la disfuncion del metabolisme de este mineral y que conduce a la presentacion de
cascardnes débiles con las consecuentes pérdidas de huevos debido a la mala
calidad del cascarén Todo lo anterior conlieva a sefalar que el momento del dia
en que se suministre el Ca a las aves en postura va a determinar su
absorcién y utilizacién como un reflejo de las demandas que presente el ave
por este nutrimento, especialmente para la formacion de cascardén Ya con
anterioridad habia sido postulado (Bootwalia &t al.. 1983) que los nutrimentos
pueden ser usados mas eficientemente, y por tanto mejorar el comportamiento de
las aves. si estos pueden ser suministrados en el momento que se corresponda

mas estrechamente con su demanda por parte de los tejidos.




il HIPOTESIS
Las necesidades de Ca para la formacién del cascardén son mayores durante !a
noche por lo que el suministro de este mineral en las horas nocturnas sera mas
eficiente que el suministro durante las horas diurnas reduciendo la necesidad de

recurrir al Ca 0seo para la formacion del cascaran.




Iv OBJETIVOS

* Determinar el patrdn de deposicion de Ca en cascardn en aves de postura

durante el pico de produccidn bajo 4 niveles y 4 patrones de suministro de Ca

* Esiablecer Ia eficiencia en la utilizacidn del Ca dietario en la formacidn del

cascaron.

* Estimar un patron de suministro de Ca que incremente la eficiencia en la

deposicidn de Ca en cascardn y reduzca la utilizacidon de Ca 0seo




V MATERIALES Y METODOS

LOCALIZACION.

El trabajo de investigacién se llevé a cabo en la granja comercial Los Alpes,
perteneciente a la Empresa Rodrigo Arroyave Arango Suc v la cual se encuentra
localizada en el corregimiento de San Felix, Municipio de Bello, Departamento de
Anttoquia; municipio ubicado en [a parte occidental de !a cabecera municipal
extendigndose por ia pendiente oriental de la Cuchilla de las Baldias, a 2100
m.s.n.m. y con una temperatura promedio de 16°C bajo una formacion ecologica
de Bosque Humedo Montano Bajo (bh-MB) segun la clasificacion de Espinal
{1992)

Durante la ultima semana del mes de septiembre de 1998 se ejecutaron las
labores pertinentes a la preparacion del drea de la caseta destinada para este
trabajo Se instalaron cortinas de plastico negro que impidieran que se proyectara
la luz proveniente de tos bombillos hacia las demas aves que se encontraban en el

galpon.

UNIDADES EXPERIMENTALES

Se emplearon 131 aves tipo Leghorn (Lohmann White) de 24 semanas de edad,
seleccionadas a partir de un lote comercial ubicado en la misma granja las cuzles
fueron alojadas individualmente en jaulas de postura. Desde la semana 24
{(primera semana de octubre) y hasta el pico de produccion (semana 27). las aves

se sametieron a una fase de adaptacidn a un programa de iurninacion, tiempo
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durante el cual se les suministrd un alimento comercial con 3.8% de Ca Ei
programa modificado de iluminacidén iniermitente que se utilizé6 en este
experimento esta basado en el trabajo de Banks y Koen, (1989) y consistié en el
suministro de 16 h de luz y 8 h de oscuridad totales distribuidas de la siguiente
manera;
- Horasdeluz: de las 06:00 hasta las 19.00 hy de las 24:00 hasta las 0100 h.
- Horas de oscuridad. de las 19:00 hasta las 24:00 y de las 01:00 hasta las 06:00
h
La adaptacién al periodo de iluminacién entre las 1800 y las 19:00 h y entre las
24:00 y 01:0C h se realizé con incrementos de 20 min cada cinco dias a partir de
un pericdo inicial de 30 min hasta alcanzar e' periodo total de 2 horas de luz en
cuatro semanas.
Durante ias tres primeras semanas del periodo de adaptacién se descartaron seis
aves por presentar problemas sanitarios y tres mas por no haber iniciado postura.
De las 122 aves restantes se seleccionaron 112 aves para la fase experimental
las cuales se alojaron individualmente en jaulas de postura invertidas dotadas de
comedero individual de aluminio con las siguientes dimensionas: 15 cm de largo:
10 cm de ancho. y 5 cm de profundidaad,
Las 112 aves seleccionadas se distribuyeron al azar en uno de 13 tratamientos
experimentales que consistieron en 12 tratamientos incluidos en un arreglo
factorial 3 x 4, resultado de la combinacion de tres niveles (N) de concentracién
de Ca en la dieta y cuatro momentos del dia (P) para el suministro de estas dietas
mas un tratamiento control negative (Cuadro 1) Para los 12 tratamientos del

arreglo factorial se asignd seis aves por tratamiento  (enla interaccién N x P) en

L)




Cuadro 1. Distribucion de los tratamientos y cantidad total de Ca consumida por
cada gallina al dia.

TRATAMIENTO 06:00 12:00 18:00 2400 Gr ave/dia
N1'P1? 34 24 24 2.4 2.66
N1P2 2.4 34 24 24 2.6
N1F3 2.4 2.4 34 24 266
N1P4 24 24 24 34 266
N2P1 43 24 24 24 28
N2P2 24 43 2.4 24 29
N2P3 24 24 43 24 2.9
N2P4 2.4 24 24 43 29
N3P1 52 24 24 24 313
NaP2 24 5.2 2.4 2.4 3.13
N3P3 24 24 52 24 313
N3P4 24 24 24 5.2 3.13
TESTIGO 24 24 2.4 24 24

'N=Nivel 1=34%: 2=43%:4=52%deCa
? periodo 1 = 06:00: 2 = 12:00; 3= 18:00, 4=24:00 h




tanto que para el testigo negativo se asignd un total de 40 aves', estoc con la
finaiidad de asegurar gue el Ultimo dia del experimento hubiera al menos 24 aves
de este tratamiento en postura para obtener de estas el huevo en diferentes
momentos del periodo de su formacién. Durante la cuarta semana de la fase de
adaptacion se realizo la adaptacidn al programa de alimentacion suministrando 25
g/ave/comida del alimento comercial en las horas indicadas en el Cuadro 1.

A partir de la quinta semana se dio inicio a |la fase experimental con el suministro
de las dietas experimentales. La composicion de los tratamientos se presenta en

el Cuadro 2.

DISENO EXPERIMENTAL Y TRATAMIENTOS

El disefio experimental general fue de bloques completamente al azar en un
arreglo factorial 3 x 4 mas un tratamiento testigo negativo. El criterio de bloque fue
ta ubicacion de las jaulas dentro de la caseta experimental (dos grupos de jaulas).
y los factores a evaluar fueron tres dietas con niveles crecientes y equidistantes de
concentracion de Ca (3.4, 43 y 52% de Ca) y cuatro periodos dentro del dia
{06:00. 12:00. 18:00 y 24:00 h) para el suministro de las dietas experimentales
(Cuadro 1),

El tratamiento control negativo consistid en e! suministro de cuatro comidas con
una concentracion similar de 2.4% de Ca, suministradas en las mismas horas que

los tratamientos incluidos en el arreglo factorial El suministro de las dietas

' El tamario de la muestra se estimd de acuerdo al procedimiento descrito por
Montgomery, 1984

[
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Cuadro 2 Composicidn de |as dietas experimentales

e ———————————————————— e ————

INGREDIENTES Dieta Control Dieta 3.4% Dieta 4.3% Dieta 5 2%
Maiz amarilto 51.74
Pasta de soya 18.99
Soya extruida 825
T. de pescado 1.24
DL - Metionina 013
Sebo 3.34
Sal (NaCl) .38
Vitarninas 0.25
Minerales 015
Carbonato de calcio 5.49 763 8.79 11.93
Arena 1.21 201 279 358
Biofas 8.81 587 2.94 0.00

Analisis calculado

EM kcal’kg M3 2722
PC % 16.62
Lis % 0.87
Met + Cis % 075
Ca 2.42 337 4.31 525
P disp .39 0.56 072 088

Ca P disp 6.19 602 5.94 590




experimentales se efectud repartiende la cantidad total del dia (aproximadamente
100 gfavel/dia) en cuatro porcicnes de cantidades iguales en las horas indicadas
en el Cuadro 1.

Las dietas experimentales se suministraron Unicamente durante los penodos
correspondientes a2 cada tratamiento, mientras gque en los otros tres periodos
restantes se suministrd una dieta basal baja en Ca (2 4% de Ca)} (Cuadro 1). El
alimento fue consumido en las primeras dos horas de cada periodo de tal manera
que se evitd que se mezclaran las dietas correspondientes a periodos

consecutivos

MEDICIONES

La fase experimental tuvo una duracién de 22 dias (a partir del 30 de octubre) de
los cuales los tres primeros fueron de adaptacidon a las dietas expernimentzales
Diariamente se registrd la produccidn individual de huevos. Los huevos se pesaron
individualmente durante los dias 2, 4 y desde el dia 7 hasta el 17 de noviembre
Los hueves que se pesaron durante los dias 2, 4, 9, 11, 15, 16 y 17 de noviembre
se quebraron para retirar su contenido y lavar y retener los cascarones los cuales
Se secaron y se pesaron.

En estos huevos se realizaron las siguientes mediciones: masa de huevo,
gravedad especifica . pesc de! cascarén g de cascaron/g de huevo cm® de

cascardn® y porcentaje estimado de roturas. La concentracion de Ca en cascaron

* Para calcular la gravedad especifica de! huevo se empled la ecuacidn propuesta
por Harms et al., (1890} y Sloan et al., {1980} GEH = EW/( 968 x (EW - SW) +
{4921 x SW)). donde GEH = gravedad especifica de! huevo, EW = pesc del
huevo, y SW = peso del cascaron




se midid a parlir una muestra de la mezcla de los cascarones de los huevos
producidos durante los tres Ultimes dias del periodo experimental por cada gallina.
con la que se realizd las siguientes mediciones:, g de Ca en cascardn (Abdallah et
al.,0,1993), g de Ca en cascarén/g de cascaron, mg de Ca en cascarénfem’
de cascardn (SWUSA)* porcentaje de utilizacion del Ca para la formacion del
cascarén® y porcentaje de Ca en el cascardn.

El Ultimo dia del experimento, a las 6, 12 y 18 hPOVP, se sacrificaron por
dislocacion cervical seis aves del tratamiento de 24 % de Ca a las que se les
extrajo el huevo en formacion y en los que se midio el peso de! cascarén la
cantidad de Ca depositado en cascaron, g de Ca en cascaron/g de cascaron. y a
partir de los cuales se estimé la tasa de deposicién de Ca en el cascaron. En las
seis aves pertenecientes al Ultimo periodo. los huevos se obtuvieron por
ovoposicion en los que se midid, ademas. las otras variables medidas durante las
tres semanas experimentales. Asi rmismo, al finalizar el experimento, |as seis aves
de cada tratamiento incluidos en el arreglo factorial fueron sangradas por
puncidn cardiaca {4 mlfave) (Ruschkowski et al.. 1993). a las 12 HOPV. El plasma
fue separado por decantacion luego de dejar reposar las muestras de sangre
durante doce horas a temperatura ambiente. El plasma fue congelado a -20°C

para la determinacién de la concentracion de P inorganico.

3 Para calcular el area del cascaron se empled la ecuacion propuesta por Carter
(1975) Area =3 9782W° 7™ donde W es el peso del huevo.

Para calcular la relacion entre el peso y el area del cascaron se empled la
ecuacidn descrita por Abdallah et al.. (1993): SWUSA =17 31+1.061EW-12 99Area
> Para estimar el porcentaje de utilizacion del Ca se empled fa ecuacién propuesta
por Abdallah et al., (1993) EFIC= (Ca en cascaron/Ca consumido) x 100




Se presentaron algunas dificultades en la toma de muestras de sangre en algunos
animales lo que impidio que se pudiera recolectar suficiente sangre para su
analisis. Esto llevo a la pérdida de varias muestras

Otro aspecto importante de resaltar fue Ia distribucion de la postura durante el dia
£oN una alta concentracidon durante las horas de la manana (antes de las 12:00 h.),
con mas del 95% de la postura total del dia. con relacién a las horas de [a tarde.
Esto impidid obtener un ndmero suficiente de muestras para comparar |a calidad

de los cascarones de los huevos puestos antes y despueés del medio dia.

ANALISIS QUIMICOS

Ca en cascardn. Se determinéd por espectofotometria de absorcidn atdomica segun
fa técnica descrita por la AQOAC (1990)
P inorganico en plasma. Se determind por medio del procedimiento colorimétrico

descrito por SIGMA (1985).

ANALISIS ESTADISTICO

Las variables de respuesta medidas en los huevos y cascarones recolectados
durante !as tres semanas experimentales y de las muestras de sangre obtenidas el
ultimo dia del experimento, se analizaron mediante el programa estadistico SAS
(SAS. 1987) de acuerdo a un disefio de bloques completamente al azar en un
arreglo factorial bajo ef siguiente modelo

Yoge = +Bn+ 8+ N+ T, + NT, + eny

h=121=123:]=1234k=123

20



donde Y, es la observacidn individual. i es la media experimental, B, es el
efecto del bloque; & es el término de error para el biogue; N, es el efecio del nivel
de Ca; T, es el efecto del periodo del suministro de las dietas experimentales; NT,
es la interaccion del nive! de Ca por el periodo de suministro de las dietas
experimentales y enx @8 el término de error usado para evaluar los efectos
principales y las interacciones

Para los parametros Porcentaje de Postura y Peso del huevo, se empled el
Porcentaje de Postura Inicial y el Peso del Huevo Inicial, como covariables,
respectivamente de acuerdo al siguiente modelo:

Yok = 0 +Br+ &+ N+ T+ NT, + B(Xj — X) + en

h=1,2i=1,223, j=1,2,3 4 k=123

donde Yy es la observacion individual; u es la media experimental, B, es el
efecto del bloque: 8§ es el término de error para el blogue. N, es el efecto del nivel
de Ca: T, es el efecto del periodo del suministro de las dietas experimentales; NT;
es la interaccion del nivel de Ca por el periodo de suministro de las dietas
experimentales; B(X —~ X) s la covariable; y eny €5 el término de error usado para
evaluar los efectos principales y las interacciones.

El porcentaje de postura se analizd como una variable transformada: la raiz
cuadrada del porcentaje de no postura {Steell y Torrie, 1960)

Las variables de respuesta medidas en los huevos extraidos a las aves
pertenecientes al tratamiento de 2.4% de Ca y que se sacrificaron cada seis horas

el ultimo dia del experimento. se anatizaron mediante el programa estadistico SAS




(SAS. 1987) de acuerdo a un disefio de bloques completamente al azar bajo el
siguiente modelo:

Yhy =+ Ba+d + T +en

h=1.2:i=1,2,34j=1,2.6

donde Yy, es la observacion individual: |1 es la media expenimental: B, es el efecto
del blogue, & es el término de error para el bloque: T, es el efecto del periodo
(hPOV) en el que se sacrifican las gallinas, y ex, es el término de error usado para
evaluar el efecto del periodo

Se caicularen ecuaciones de regresion para la deposicion de Ca en el cascardn y
el incremento en el peso del cascardn para el tratamiento control negativo y, a
partir de estos datos, se estimd |a tasa de deposicién de Ca en el cascarén en los
tratamientos incluidos en el arreglo factorial.

Se acepto las diferencias entre tratamientos cuando P < 0.05




V| RESULTADOS Y DISCUSION

No se evidencio ningin efecto de los tratamientos sobre los parametros
productivos evaluados dentro del arreglo factorial (Cuadro 3) y cuyos promedios
se encuentran dentro de os valores esperados para esta linea y para la edad en la
cual se realizd el experimento {Lohmann, 1998) Resultades similares son
citados por Frost y Roland (1991) quienes evaluaron tres niveles de Ca (2.75;
3,75y 4.75%) y tres niveles de P (0.30. 0.40 y 0.50%) en la dieta en aves Dekalb
XL durante seis semanas en el pico de produccian

Esto era de esperarse si se tiene en cuenta que a las aves entre los diferentes
tratamientos se les suministrd una misma cantidad de alimento (100 g/aveldia)
similar en su composicidn nutricional y energética siendo diferentes unicamente en
su contenido de Ca y P {ver Cuadro 1) De esta manera, desde el punto de vista
nutricional se dieron las condiciones para esperar respuestas similares en los
parametros productivos evaluados.

La postura se concentro en las horas de la mafiana de manera que cerca del 60%
de los huevos puestos durante el dia se hizo entre las 08:30 y las 10:30 h y mas
del 80% fueron puestos antes de las 12:00 h (Grafica 1). A partir de estos datos y,
asumiendo que la ovulacidn se presenta alrededor de una hora posovoposicion y
gue unas cinco haras mas tarde se da inicio a la formacion del cascardon
(Sturkie, 1987; North, 1991; Etches, 1987}, se estimd el porcentaje de aves en
postura que estuvieran en la fase de formacidn de! cascardn y cuyos resultados se

presentan en la Grafica 2. Como se puede apreciar. a partir de las 06:00 h se




Cuadro 3 Efecto del nivel de Ca en la dieta y momento de suministro

sobre algunos parametros productivos

e S —

Tratamientos

Cambio de pesc

. Produccion Peso huevo Masa (o)
Nivel ’ Periodo” (%) (g) {3)

1 1 91.18 58 32 53.39 11.42
1 2 93.14 58.16 53 97 3557

1 3 93 14 59 56 55.60 -3 57

1 4 96 .72 58.19 54 95 -3.57

2 1 9275 59.21 54.95 642
2 2 96.38 59.51 5678 2357
2 3 92 46 58.28 5542 -44.04
2 4 94 42 5888 54 82 000
3 1 97 64 59.64 56.42 41.42
3 2 93 48 59.71 5422 48 57
3 3 94.82 55.14 58.25 642
3 4 92 50 59.27 54 11 86 42
Prom 93.72 58.99 5524 18.81
EEM 5169 2,426 4421 71.57
r2 0.485 0.575 0.190 0.188

e ———

"Nivel 1=34%; 2=43% 4=52%deCa

? Perioda 1 = 06:00, 2= 12:00; 3=18:00; 4=24:00h
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presentd una disminucion en el porcentaje de aves en formacion de cascardn
hasla cerca de la 13.00 h. momento a partir del cual se da inicio a un incremento
paulatino en el nimero de aves en formacion de cascaron hasta alcanzar el
maximo cerca de las 22.0C h De esta manera, desde las 22.00 h y hasta las
06:00 h del dia siguiente toda |a poblacién de aves que se encontraba en postura
estaria en proceso de formacion de cascaron siendao este el periodo del dia en el
que mayor demanda por Ca se presentd para la poblacidn de aves en este
expermento Esto reitera nuevamente la necesidad de replantear la cantidad y
el momento oportunos para el suministro del Ca a las aves en postura, factores
que estaran determinados por el momento del dia en el cual las aves concentren
la formacion del cascardn Esta ampliamente aceptado que es durante las horas
de la noche que las aves presentan el ritmo mas intenso de formacidn del
cascarén lo cual es corroborado en este trabajo con la informacion presentada en
la Gréfica 2.

Aungue se podria esperar que los tratamientos inctuidos dentro del arreglo
factorial afectaran la formacion del cascardon dado gue estos se plantearon con la
finalidad de suministrar cantidades diferentes de Ca en momentos diferentes del
dia. estos no tuvieron ningun efecto sobre los parametros de calidad de cascaron
evaiuados en este experimento (Cuadrc 4) los cuales. ademds, fueron
ligeramente mas altos que los citados por Uosterhout (1980}, Keshavarz (1958a) y
Keshavarz (1998b) pero muy similares a 10s reportados por Frost y Roland (1991)
no obstante que la cantidad de Ca total consumida en e} dia por cada ave fue
mucho menor en  este experimento gue en los de estos autores Esto estaria

indicandoc que de alguna manera en las aves. se establece un mecanismo

-
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Grafica 2. Porcentaje de ovoposicion, de ovulaciones y de aves en formacién de

Porcentaje {%)

cascaron {porcentaje acumulado) en funcidn de la hora del dia.
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Cuadro 4. Efecto del nivel de Ca en la dieta y momento de suministro sobre
algunos parametros de calidad del cascardn

e  —— — ]

Tratamientos Peso del Porcentaje Areade  Gravedad Porcentaje
cascaron de Cascarén cascarén especifica de roturas

Nivel ' Periodo’® (9) (%) {em) (%)

1 1 532 9.14 70.47 1.08121 1057
1 2 557 9.47 6999 108408 Sl
1 3 567 962 7126  1.08364 851
1 4 533 9.59 6892  1.08291 9.4
2 1 5.42 9.54 7064  1.08195 6 46
2 2 5863 932 7043 1.08416 638
2 3 570 9.47 7111 108402 5%
2 4 560 9.36 6997  1.08448 7 44
3 1 558 9.31 7120  1.08298 812
3 2 5.53 9.19 7020  1.08353 763
2 3 .42 PRV 1400 i.ubloy Lo
3 4 557 9.31 7071 108332 2%

Prom 5.55 9.42 7063  1.08325 ‘

EEM 0.44 0.55 2094 000309
R? 0.108 0105 0.106 0.104

Nivel1=234%, 2543 % 4=52%de Ca
" Perodo 1=06:00. 2-12:00, 3=1800, 4=24.00h




homeostatico que permite formar cascarones de calidad similar a pesar de haber
un bajo suministro de este mineral en la racion. Este mecanisme necesariamente
debe involucrar 1a movilizacidn de Ca desde la médula osea ya que la funcidn de
este tejido es servir como reservorio para este mineral (Sturkie, 1967). De esta
manera es posible argumentar gque se presentaron diferentes grados de
movilizacion de Ca desde la médula Gsea gque permitieron compensar los
diferentes niveles de consumo de Ca desde |a dieta y diferentes eficiencias en la
utilizacidn del Ca dietario para la formacion del cascardn en funcién del nivel de
suministro de esle mineral y el momento en que este fue suministrado. Asi,
cuando el nivel de Ca suministrado en la racion fue bajo (tratamientos con 3.4% de
Ca con un consumo tota! en el dia de 2 66 gfave) y suministrado en momentos del
dia en los que la demanda por este mineral para la formacioén del cascardn era
baja (06:00 a 14:00 h}) se debid movilizar mas Ca desde {a médula osea para
compensar una menor disponihilidad de Ca para formar el cascardn en las horas
de mayor demanda (22:00 a tas 06:00 h) con lo cual la cantidad de Ca depositada
en el cascarén fue similar en los diferentes tratamientos pero con diferentes
proporciones de Ca o0seo y de Ca dietario. Al respecto, Farmer et al., {1986a)
empleando “Ca encontraron que la utilizacion del Ca proveniente de la médula
osea para la formacién del cascarén varid entre el 30 y 96% en funcidn de la
concentracion de Ca en la racién de tal manera que a mayor concentracion de Ca
en Ja racion, menor fue la contribucion del Ca dseo para |la formacion del cascarén,
Asi mismo, estos autores encontraron que a medida que la proporcion de Ca
dietario en el cascardn se incrementd. se mejord la calidad del cascarén medida

en términos del peso del cascardn. Esto refuerza el conceplo de que si se logra

‘ad
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mejorar la utihzacion de! Ca dietario, se podra mejorar la eficiencia en su
utilizacion para la formacion del cascardn y esto es factible de iograrlo cuando se
puede sincronizar el suministro de este mineral con la demanda como lo
demuestran los resultados de Farmer et al., {1986b) quienes estudiaron el efecto
del momento del dia en que se suministra el Ca a aves en postura sobre su
utilizacion en la formacion del cascaron empleando ®Ca. EI “°Ca se suministré por
intubacién esofagica a las 0800 h (AM) o a las 16:00 h (PM)} Los resultados
indican que las aves que recibieron el suministro de Ca diario en las horas PM
depositaron significativamente mas Ca dietario del dia sobre el cascardn del huevo
puesto a! dia siguiente gque en el caso de las aves que se alimentaron con Ca en
las haras AM Ademéas. las aves que recibieron el tratamiento en las horas AM
excretaron mas Ca que las aves tratadas en las horas PM durante las primeras 24
horas.

Al no evidenciarse efeclos estadisticamente significativos de [os tratamientos
incluidos en el arreglo factorial sobre el porcentaje de Ca en el cascaron y os
gramos de Ca depositados en el cascardon (Cuadro 5), y dado que el consumo de
Ca fue diferente entre los tratamientos (Cuadre 2), se presentaron diferencias
estadisticamente significativas en la eficiencia en |a utilizaciédn del Ca dietario para
la formacion del cascarén en funcion del Ca suministrado {Cuadro 8) y cuya
relacion es explicada por la ecuacidn de regresion presentada en la Grafica 3 a
medida que se incrementa el consume de Ca se reduce la eficiencia en su
utihzacion para la formacion del cascardn.

Los diferentes grados de movilizacidn de Ca ¢seo que permitiercn obtener un

valor similar de calidad de cascardn entre los tratamientos incluidos en el arreglo




Cuadro 5 Efecto del nivel de calcio en |a dieta y momento de suministro sobre la
utilizacién del calcio en la formacién del cascaron

P ———————————
Porcentaje Gramos de

Tratamientos de Caen Caen
cascaron Cascarén SWUSA
Nivel ' Periodo® (%) (9 (mgrem?)
1 1 37.53 1.99 75.50
1 2 3731 207 79.59
37.44 212 79.54
1 3 37.47 1.99 77.33
1 4 37.98 2.06 76.72
2 1 37.44 2.10 79.93
2 2 17.43 213 80.08
5 3 37.45 2.10 80.15
37.31 2.08 78.45
2 4 37.46 2.07 78.85
3 1 37.43 2.14 78.70
3 2 37.79 208 78.74
3 3 37.47 2.08 78.63
3 4 0.493 0.16 47
0.117 0.100 0.106
Prom
EEM
R2

S SR
INivel1=34%; 2=4.3%: 4=52%deCa
* Periodo 1= 06:00. 2= 12:00; 3=18:00, 4 = 24:00 h



Cuadro 6 Eficiencia en el uso del caicio dietario para la formacion del cascarén de
acuerdo al nivel de calcio en la dieta

Eficiencia

Nivel’ (%)

1 77.03

2 7247

3 66.96
Prom 72.18
EEM 5.68

R 0.424

"Nivel1=34% 2543%;4=52%deCa
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Grafica 3 Ecuacion de regresion para la eficiencia en la utilizacién del Ca dietario en la formacion del
cascaron en funcidon de lacantidad de Ca consumido
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factorial se reflejan en la concentracion de P plasmaético medido a las 12 hPOV
(Gréfica 4).

La concentracion de P inorganico en el plasma es ampliamente aceptado como un
buen indicador de la movilizacion del Ca 6seo (Gunaratne y Boorman 1996
Sturkie. 1967, Frost et al.. 1991) de tal manera que si |a calidad del cascaron entre
los tratamientos fue similar, no obstante las diferencias en el aporte de Ca y en el
momento en que este fue suministrado. pero la concentracion de P en plasma fue
diferente, esto indicaria que se libero Ca desde la médula 6sea en niveles
diferentes entre los tratamientos con la finalidad de asegurar una concentracion
adecuada de Ca en el cascardn como se argumentd anteriormente

Esto sin embargo, no indica que niveles bajos de Ca en la dieta conduzcan & altos
niveles de liberacién de Ca desde la médula ésea con [a finalidad de compensar ia
demanda para formacion del cascardn con el aporte desde la dieta. La respuesta
al suministro de! Ca fue evidentemente diferente de acuerdo al momento del dia
en que este fue suministrado. Esto se vio reflgjado en la interaccién que para la
concentracion de P en plasma se observo entre el nivel de Ca y el momento en
gque este fue suministrado y que se aprecia en la Gréfica 4.

Cuando se suministro e! Ca a las 06:00 h. éste no fue utilizado eficientemente en
la formacién del cascardn dado que los requerimientos por Ca no son altos en este
momento del dia. §i a esto se anade un suministro bajo de Ca (3.4 %) es de
esperarse que para este tratamiento sea necesaric movilizar mayor cantidad de
Ca desde los huesos que en el caso del tratamiento con 4.3 % de Ca Estoes la
dieta de 3.4 % de Ca suministrado a las 6:00 a m. es una dieta deficiente en este

mineral lo que se refleja en una mayor concentracion de P plasmatico. Sin

4i1
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Grafica £ Interaccidn entre el nivel y el periodo de suministro de Ca sobre |a concentracion de fasforo plasmatico
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embargo, cuando esta misma dieta se suministra a las 24:00 h. momento en &
cual existe una alta demanda por este mineral para la formacién del cascarén {ver
Grafica 2) se obtiene la mejor respuesta en cuanto a la concentracion de P
plasmatico es decir hay una menor liberacion de Ca desde huesos y. por ende,
mejor utihizacion de Ca de la dieta para formar el cascarén.

La dieta con 5.2% de Ca que fue suministrada a las 06:00 h es una dieta que
presenta una respuesta similar a la dieta con 3.4% a la misma hora de suministro,
es decir, un nivel de concentracidn alto de P en plasma que indicaria alta
movilizacién de Ca éseo La explicacion en este caso es diferente. Niveles altos de
Ca en la dieta pueden saturar el sistema la que se vendria a reflejar en una baja
utilizacion del Ca de la dieta ya sea por que este no es absorbido eficientemente o
este no es fijado en huesos y es perdido desde el sistema. Al suceder esto durante
las horas de la mafana, en las que las demandas por Ca para |la formacion del
cascarén no son altas. da como respuesta un bajo nivel de Ca en el sistema
durante las horas de la tarde y la noche para la formacion del cascardén Esto
resulta en la movilizacidn de cantidades adicionales de Ca desde huesos y. por
tanto de P el cual incrementa su concentracion en el plasma. Un efecto similar fue
citado por Clunies y Leescn (1995). Bar y Hurtwitz (1987} en aves de postura y por
Ellot et al., (1995) en pollos de engorde.

En ia Grafica 4 se observa gue hubo una tendencia a mejorar e empleo del Ca
dietario a medida que este es suministrado hacia las horas de la tarde y de la
noche (P< (.02} que se ve reflejada en una menor concentracién de P en plasma
Esto era de esperarse sobre la base de |a hipdtesis planteada para este trabajo de

investigacion. Hay una mejor utilizacidn del Ca dietario para la formacidn de
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cascaron en la medida en que este se suministre en el momento del dia en que
hay mayores demandas, estc es. las horas de la tarde y la noche De esta
manera, si el Ca se suministra a [a hora adecuada, se reduce la necesidad de
mavilizar el Ca dseo para obtener un cascaron de buena calidad. la que se ve
reflejado en la disminucién de la concentracién del P plasmatico

De acuerdo con estos resultados y como se muestra en la Grafica 4. 1a dieta de
3.4 % que es suministrada a las 24:00 h. es la que mejor respuesta presentd. aun
por encima de las dietas con 4.3 y 5 2% de Ca Esto ultimo permite sefalar que el
nivel de Ca no es un parametro suficiente y que es necesario acompafiarlo del
momento adecuado en gue debe ser suministrado para obtener una calidad
adecuada de cascarén con baja movilizacidn de Ca dseo y buena utiizacién de Ca
dietario

Con la finalidad de estimar |a tasa de deposicion de Ca en el cascardn, con ei
tratamiento testigc negativo se establecid la wvariacibn en el peso de los
cascaranes en formacion y las tasas parciales de deposicion de Ca en el cascaron
durante la formacion de los huevos al obtener muestras de huevos en formacian
de aves sacrificadas a las 6, 12 y 18 hPOV y de los huevos obtenidos por
ovoposicidn. En el Cuadro 7 se presentan !as ecuaciones de regresién gue
explican ta relacion entre estas variables de respuesta y la hora de formacién de
los huevos. Las Graficas 5 y 6 muestran Graficamente estas relaciones

Durante las primeras seis hPOV la cantidad de Ca depositado en el cascaron
representd menos de! 4% del Ca total depositado 1o que concuerda con el retraso
en el inicio de la deposicidn de Ca en las primeras seis hPOV reportado por

Sturkie (1967) y North (1991). A partir de ese momento y hasta el finat de la
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Cuadro 7. Ecuaciones de regresién para las caracteristicas dei cascaron en
formacion en las aves del tratamiento control negative

T ———

Peso del Gramos de

cascaron Ca

Variable (a) [(s}]
Intercepto -1.309 -0.651
Hora 0.263 ¢.103
EEM 0.262 0118
R 0.983 0978
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Grafica 5.
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Grafica 6. Ecuacion de regresion para el Ca depositado en el cascardn en  funcidn del periodo de formacion
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formacion del huevo. la tasa de deposicion de Ca en el cascardn fue constante la
cual se encontrd dentro del rango sefialado por Sturkie (1967) y Etches, (1987)
100 a 150 mgh A diferencia de esta tendencia Clunies y Leeson (1995)
encontraron que la tasa de deposicion de Ca en el cascardn fue mayor entre
las 12 y 18 hPQV y que esta posteriormente declind

La tasa de deposicién de Ca en el cascardn promedic hallada en este experimento
{103 mg/h) representd cerca del 39% de la tasa de incremento en e! peso del
cascardn (263 mg/h), que es aproximadamente la concentracidn del Ca en el
carbonato de Ca. Esto fue debido a que el incremento en el peso de! cascardn se
debe fundamentalmente a la deposicion de carbonato de Ca {Parsons. 1982) Por
esta misma razdn se explica la alta correlacidn entre el incremento en el peso del
cascardn y la tasa de deposicion de Ca en el cascardn {r = 898 P < 01). El valor
promedio en la tasa de incremento en el peso del cascarén fue mas bajo que el
reportado por Farmer et al., (1986a) de 280 mg/h debido, probablemente a que el
suministro de Ca fue mayor y el peso de los huevos fue menor en este
experimento que en el presentado aqui por los autores (55.1 vs. 5899 g
respectivamente).

A partir de los datos de la tasa de deposicidn de Ca en el cascardn en el
tratamiento testigo negativo y asumiendo que |a cantidad de Ca depositado en el
cascaron durante las primeras seis hPOV fue muy bajo y similar (0.063 g) entre los
diferentes tratamientos. se estimd la tasa de deposicion de Ca en el cascaron en
los tratamientos incluidos en el factorial y cuyos resultados se presentan en el
Cuadro 8 EI analisis estadistico indica que no hubo diferencias entre los

tratamientos para esta variable cuyos promedios se encuentran entre el rango
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Cuadro 8. Tasa de deposicion de Ca en ef cascaron en los tratamientos incluidos
en el arreglo factorial

—_— ]

Tratamientos Deposicion
de Ca
Nivel ' Periodo® {a/h)
0.1027
: ; 0.1077
0.1097
1 3 0.1030
1 4 0.1050
2 1 01088
0.1105
g g 0.1083
0.1078
2 4 0.1072
3 1 0.1108
3 2 0 1075
0.1074
g i 0 0088
0.0195
Prom
EEM
R..

INivel 1=34%; 2=43%: 4=52%deCa
* Periodo 1=06:00; 2= 12.00, 3=18:00. 4=24:00h
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VIl CONCLUSIONES
Los resultados hallados en este expenmento iograron demostrar que la hipbtesis
planteada en un principio fue correcta y que, dado que las necesidades de Ca
para ia formacidn del cascaron son mayores durante las horas de la noche, la
utilizacion del Ca dseo fue menor con el regimen nocturno de suministro de este
mineral Esto se puede abservar en e! efecto altamente significativo {P < 0.026)
para la interaccion entre el nivel y el periedo de suministro del Ca obtenido para la
concentracién de P plasmatico. Bajo las condiciones en las que se realizd este
expenimento y con el tamafio de muestra usado, la variable P plasmatico fue muy
eficiente para medir el efecto de los tratamientos a diferencia de las variables
productivas y de calidad de cascardn anaiizadas De esta manera fue posible
establecer que. para las condiciones en las que se realizo este experimenta. el
momento éptimo del dia para suministrar el Ca dirigido hacia la formacién del
cascardn fue las 24 00 h y que la concentracion optima fue de 3 4% de Ca En
resumen, el suministro de tres comidas de 25 gfave con una concentracién de
2.4% alas 06:00, 1200 y 18:00 h y 25 g/ave de una comida con 3.4% de Ca a las
24 00 h (para un consumo total de Ca de 2 86 g/ave/dia) fue el mejor ratamiento
en términas de la calidad del cascaron, la movilizacién del Ca dseo y |a eficiencia

en el uso del Ca para la formacion del cascaron.

A



REFERENCIAS

Abdallah A G. R H Harms and O El-Husseiny. 1893 Various methods of
measuring shell quality in relation to percentage of cracked eggs. Poult. Sai 72
2038-2043.

Abdaliah, A G R H Harms, and O FEl-Husseiny 1995 Performance of hens
laying eggs with heavy or light sheil weigh when fed diets with different calcium
and phosphorus levels. Poult. Sci. 72:1881-1891

AL-Batshan H A Scheideler S E Black B. L. Garlich J D.. Anderson K E Duodenal
calcium  uptake femur ash, and eggshell quality decline with age and increase
following molt. Poult. Sci. 1994; 73: 1590

Association OF Official Analytical Chemist, 1990, Official Methods of Analysis. 15th ed
Association of Official Analytical Chemist. Washington. DC.

Banks. P. A, and T. B. Koen. 1989 Intermittent fighting regimens for laying hens.
Poult. Sci. 68; 739-743

Bar, A and S. Hurwitz 1887 Vitamin D metabolism and calbidin {calcium-binding
protein} in aged laying hens. J Nutr 117: 1775-1779.

De Blas. C 1988 Manejo y atimentacion de |la galiina ponedora Ed. Acribia, Zaragoza

Bioom, M. A L V. Doom, A V. Nalbandov. and W. Bloom 1958 Medullary bone of
taying chieckens. Am. J. Anat. 102: 411-453  Citados por:

Wideman, JR, R. F. 1987 Renal regulation of avian calcium and phosphorus
metabolism. J. Nutr. 117: 808-815.

Bootwalla. S M. H R. Wilson. and R H Harms. 1983. Performance of broiler
breeders on different feeding systems. Poult. Sci. 62, 2321-2325.

Brady. J. 1979 Biological clocks. Studies in Biology, No. 104. Edward Arnold
(Publishers) Ltd . London

Bronner, F. 1987 Intestinal calcium absortion: mechanisms and appiications. J Nutr.
117: 1347- 1352,

Carnarius, K M., K. M. Conrad, M. G. Mast. and J H. McNeil. 1891. Relationship of
eggshell structure and shell stregth to the soundness of shell eggs Poult Sci 75
£656-663.

Carter, T. C. 1975. The hen's egg: estimation of shell superficial area and egg volume.

using measurements of fresh egg weight and shell length and breadth alone or in
combination. Br. Poult. Sci. 16:541-543,

51




Chan C. C,and E. T. Moran. JR 1985 Egg characteristics of high performance hens
at the end of lay when given cafeteria acces to energy. protein, and calcium. Poult
Sci. 64 1696-1712

Church. D C. yW G.Pond 1977 Bases cientificas para la nutricion y la alimentacion
de los animales domésticos. Ed. Acribia. Zaragoza

Clunies. M and S Leeson 1894 Calcium dynamics of hens laying thick- or thin-
shelled eggs. Can. J. Anim. Sci. 74: 541-546

Clunies M. and Leeson S Effec of dietary calcium leve! on plasma proteins and
calcium flux occurring during a 24 h ovulatory cycle. Can. Jour. Anim. Sci. 1995, 75
{3) 439

Clunies M. D Parks and S leeson. 1992a Calcium and phosphorus metabolism
and eggshell formation of hens fed different amounts of calcium Poult. Sei 71
482-489

Clunies, M. D. Parks, and S Leeson. 1992b. Calcium and phosphorus metabolisrm and
eggshell thickness in laying hens producing thick or thin shells. Poult Sci. 71: 490-
498.

Dunn. M. A S L Too, and A S Ishizaki 1995  Characterization of a novel protein in
chick intestine that exhibits calcium-binding activity and regulation by dietary
calcium. aluminium, and vitamin D. J. Nutr. 125 2916-1924

Eiaroussi, M., L R Forte, S L Eber, and H V Biellier. 1994 Calcium homeostasis in
the laying hen t Age and dietary calcium effecls. Poult Sci 73 1581-1589

Elliat, M A K. D. Roberson G N Rowland, lll, and H M Edwuards. Jr 1995 Effects
of dietary calcium and 1,25-Dihydroxycholecalciferol on development of tibial
dyschondroplasia in broilers during the starter and grower periods. Poult Sci 74
1495-1505.

Espinal. L S Geografia ecoldgica de Antiogquia Zonas de vida. Universidad Nacional
de Colombia. Sede Medellin Facultad de Ciencias Agropecuarias. 146 p

Etches R. J. Calcium logistic in the laying hen. Jour. Nutr. 1987 117 (3) 619.

Farmer. M. D. A Roland and A J Clark 1986a Influence of dietary calcium on bone
calcium utillization. Poult. Sci. 65:337-344.

Farmer, M, D. A Roland. SR, and A J Clark 1988b Influence of lime of calcium
intake on bone and dietary calcium utitization. Poult Sci. 65 555-558.

Fernandez. J. A 1995a Calcium and phosphorus metabolism in growing pigs. |.
Absortion and balance studies. Liv. Prodc. Sci 41 233-341




Fernandez. J A 1995b. Calcium and phosphorus metabolism in growing pigs i
Simultaneous radio-calcium and radio-phosphorus kinetics Liv Prodc Sci 41
243-254

Frost, T. J.. A Roland, SR., and D. N. Marple.  1991. The effects of various dietary
phosphorus fevels on the circadian patterns  of plasma 1.25-
dihydroxycholecalciferol. total calcium. iomzed calcium, and phosphorus in laying
hens. Poult. Sci. 70:1564-1570

Frost, T. J. A Roland. SR, D. G Barmes and S M Laurent 1992 The effect of
sodium zeolite A and cholecalciferol on  plasma levels of 1,25-
dihydroxycholecalciferol, calcium. and phosphorus in commercial Leghorns. Poult.
Sci. 71 886-893

Fussel, M. H. 1960. Studies on calcium and phosphorus metabolism in hen with
particular reference to absortion and excretion Ph D. dissertation. Cambridge
University, Cambridge, England. Citado por

Wideman, JR, R. F. 1987. Renal regulation of avian calcium and phosphorus
metabolism. J. Nutr. 117 808-815

Gunaratne, S. P.. and K. N Boorman. 1996. Egg-shel! deposition snd blood plasma
inorganic phosphorus concentration in individual laying hens Br. Poult Sci. 37:
213-222.

Halberg. F. 1989 Some aspects of the chronobiclogy of nutrition: More work is needed
on “whento eal”. J. Nutr. 119: 333-343.

Harms, R H, A F. Rossi, D. R. Sloan, R D Miles, and R. B. Christmas 1990 A
method for estimating shell weight and correcting specific gravity for egg weight in
eggshell quality studies. Poult. Sci. 69:48-52.

Hurwitz, S. 1987 Effect of nutrition on egg quality. in: R. G. Wells and C. G. Belyavin.
Egg quality current problems and recent advances. Chapter 15 Poult. Sci. Symp.
No. 20. Butterworths, Engiand.

Hy-Line Internacional. Guia de manejo. Pollitas, Pollonas, Penedoras Variedad W-36.
West Des Moines lowa U.S A 1996.

ilus, A W. and N. S Jessop 1996 Metabolic constraints on voluntary intake in
ruminants. J. Anim. Sci. 74: 3052-3062

Johnson, B. C. 1992 Nutrient intake as a time signal for circadian rythm. J. Nutr 122
1753-1758,

A3




Keshavarz, K. 1998a. Investigation on the possibility of reducing protein. phosphorus.
and calcium requirements of laying hens by manipulation of time of access to these
nutrients Poult. Sci 77: 1320-1332

Keshavarz, K 1988b. Further investigations on the effect of dietary manipulatian of
protein. phosphorus and calcium for reducing their daily requirement for laying
hens. Poult. Sci. 77: 1333-1346.

Mercer, L. P, H. Haijazi, and M. Hidvég: 1993 Weanling rats display bioperiodicity of
growth and food intake rates. J Nutr 123: 1356-1362

Montgomery. D. C. 1984, Desing and Analysis Experiments. 2th Ed. Jhon Wiley and
Sons. New York 538 p.

National Research Council. 1994. Nutrient Requirements of poultry. 8" rev. Ed.
National Academy Press, Washington, DC.

Neshem, M C . and R E Austic 1985. Poullry production. 13a Edition. Ed. Lea and
Febifer Philadelphia

Norman, A W, 1987. Studies on the vitamin D endocrine system in the avian. J. Nutr.
117: 797-807.

Norman, A W, and S Hurwitz. 1993. The role of the vitamin D endocrine system in
avian bone biology. J. Nutr. 123: 310-316

North, M. O 1881 Manual de produccion avicola. Ed. Manual Moderno, México.

Ousterhout, L. E. 1980. Effects of calcium and phosphorus levels on egg weight and
egg shell quality in laying hens. Poult. Sci. 59:1480-1484.

Parsons, A H 1982 Structure of the eggshell Poult Sci 61 2013-2021

Ruckebusch, Y., L. P. Phaneuf, y R. DunloP. 1991. Fisiologia de pequefas y grandes
especies. De. Manual Mederno, México.

Ruschkowski. S. R.. F. E. Rabinson. K. M. Cheng. and L. E Hart. 1993 Comparison of
two multipie blood sampling regimenes using an indwelling vascular access device
for investigations of the hen’s ovulatory cycle and calcium metabolism. Poult Sci.
72 172-184.

SAS institute Inc. 1987. SAS/STAT Guide for personal computers. Version 6 Edition
Cary. NC: SAS Institute Inc.. 1987, 1028 pp.

Sigma Chemical Company. 1995 Phosphorus inorganic (procedure No. 670). Sigma
Diagnostics. St Louis. MO. 5p

54




Sloan, D.R., A_F. Rossi, R H Harms, and R. B. Crhistmas. 1990. Redeafining the equation for
predicting eggshell weight on intact eggs Poult. Sci. (Supl. 1) 192,

Soares, JR, J H. 1984. calcium metabolism and its contral. A review. Poult. Sci. 63
2075-2083

Soares JR., J H 1987 Metabolic aspects of calcification in avians J. Nutr 117 783,

Steel, R. D G. and Torrie, J H 1960 Principles and procedures of statistics. with
special references to the biclogical sciences. Ed. McGraw-Hiil.

Sturkie. P. D. 1967 Fisiclogia aviar. Ed Acribia. Zaragoza

Takahashi, J. §., and M. Zatz. 1982 regulation of circadian rhythmicity Science 217:
1104-1111

Taylor, T G., y D. A Stringer. 1967 Formacion de la céscara del huevo y metabolismo
esquelético. En: Sturkie, P. D Fisiologia aviar. Ed. Acribia, Zaragoza. pp. 390-410.

Tullett. §. G. 1987. Egg sheil formation and quality. In. R. G. Wells and C. G. Belyavin
Egg quality - Current problems and recent advances. Chapter 8 Poultry Science
Symposium No. 20. Butterworths, England

Washburn, K W. 1982. Incidence. cause, and prevention of egg shell breakage in
commercial production. Poult. Sci. 61; 2005-2012.

Wasserman, R. H.. and C. S. Fuller. 1995 Vitamin D and intestinal ¢alcium transport:
facts, speculations and hypotheses J Nutr 125 1971S- 19798,

Wideman. JR., R. F. 1987 Renal regulation of avian calcium and phosphorus

metabolism. J. Nutr. 117 808-815.

Wilson J. A. Fundamentos de fisiologia animal. ta Ed México: Limusa. 1989: 984,

53




ANEXO 1

INGRESO DE DATOS AL PROGRAMA SAS PARA LOS
TRATAMIENTOS INCLUIDOS EN EL ARREGLO FACTORIAL

Data a:

opticns nonumber ps=55 nodate noecenter;

1nput ave blogue nivel per pesoi posturi pesohvoi post pesohvo pesocasc grav Casc Aroa swusa
mAs3 rotura caleie grealcio efic)

Pl = sqrt(l00-posturi};

P = sqQrt(l00-past);

cards:

19 1 3.3 1 1875 100 67.1 94.11 61.93 5.80 1.082 5 37 73 12 79 3} 58.29 7.67 37.00 2.14 63 68

40 1 3.3 1 1525 75 6.9 70.58 63.40 5.20 1.076 B8.20 74.34 69 .94 44_75 17.02 37.30 1.94 57.55
74 2 5 2 4 1400 75 61 .5 B2.35 62.30 5.75 1 DB2 9 24 73.41 78 37 51.30 8.71 37 42 2.15 0.946

95 2 5.2 4 1550 73 56.6 B9.23 59.93 5.33 1.080 B.89 T71.45 74.64 52 .88 11.61 37.4% 2.00 8.050
run:

proc glm;

classes nivel per bloque;

madel p = bloque nivel per nivel*per pi/ss3;

ismeans nivel per/pdiff stderr;

lzmeans niveltper:

titlel "Analisis de Covarianga™:

urn:

proc glm;

classes nivel per blogue:

model pesohvo = blogque nivel per nivelt*per pesohvol/ss3.
lsmeans nivel per/pdiff stderr:

lsmeans nivel+*per:

titlel "“Analisis de Covarianza

an;

proc glm;

classes nivel per bloque:

model pesocasc grav Casc Area sw4usa masa rotura calcio grcalcio efic = blogue nivel per
nivel*per/ss3:

lsmeans nivel per/pdiff stderr:

lsmeans nivelt*per:

run:




SALIDA DE DATOS EN EL PROGRAMA SAS PARA LOS
TRATAMIENTOS INCLUIDOS EN EL ARREGLO FACTORIAL

Analisis de Covarianza

General

Linear Models Procedure

Class Level Information

Class

WIVEL 3
PER 4
BLCQUE 2

Levels

Hurber of observations in data set = 72

Pependent Variable:

Source
Model
Error
Corrected Total

R-Square
0527654

Source
BLOQUE
MIVEL
PER
WIVEL*PER
PI

oWk e

DF
13
58
71

Dependent Variable:

Saurce
Hodel
Error
Corrected Total

R-Square
0.575851

Soutca
BLOQUE
WIVEL
PER
NIVELYPER
PESOHVOI

OF
13
58
m

w

oo wNHE O

Dependent Variable:

Source

Model

Error
Corrected Total

R-Square
0._108867

Source
BLOQUE
HIVEL
FER
NIVEL*PER

DF
12
59
TL

MW R )

PESORVO

PESOCASC

Sum of Squares
96.08910653
B86.01723957

182.10634650

c.v.
62, 928865

Type ILiI S8
12.95264448
1.10120336
3.54741403
12.15647334
45.35338008

Sum of Squares
463.61410551
341.45012893
805.09423444

c.v.
4.113C05

Type III 88
0.23863981
9.33495849
1.19852401
13.01816851
377.75509674

Sum of Squares
1.41738517
11.50698871
13.02497388

c.v.
7.9B1354

Type III S§
0.24325313
0.24814875
0.65768449
D.26889781

h
-~

Mean Squate
7.39146373
1.48305586

Root MSE
1.217807

Mean Square
12.95264448
. 55060168
.18247134
.02607985
45.35338008

[ =]

Mean Square
35.66262350
5.88758643

Root MSE
2.426435

Mean Seguare
0 23B63981
4 BB7473925
0. 39950800
2.16969475
. 75509874

Mean Square
0.11816543
D.198728562

Root MSE
0.433541

Hean Square
$.24325313
0.12407487
¢ ?ls22816
0.14481630

F ¥alue Pr > F
4 98 0.0001
P HMean
1.93528154
F Value Pr > F
8.73 0.0045
Q.37 0. 6915
0.80 0.5004
1.37 0.243%
30 58 0. 0001
F Value Pr > F
6.086 0.0001

PESOHVO Mean
508.59422222

F Va
Q

lue
.60

Pr > F
0.8328

PESOUCASC Mean

5.55720833

F Value Pr > F
1.24 0.2707
0.63 0.5358
1.11 03506
0.23 (231159




Dependent Variable: GRAV

Source
Model
Error
Corrected Total

R-Square
G.104447

Source
BLOQUE
WIVEL

PER
NIVEL*PER

Dependent Variable
Source

Model

Error

Corrected Total

R-Square
0.105869

Source
BLOQUE
HIVEL
PER
MIVEL*PER

DPependent Variable
Source

Hodel

Error

Corrected Total

R-Sguatre
D.1040943

Saurco
BLOQUE
NIVEL
PER
HIVELYPER

DF Sum ©f Sguares
12 0.00006578
58 0.00056406
71 0.00062984
C.V.
0.285435
DF Type II! S3
1 0.00000451
2 0.00000624
k) Q.00003669
6 0.50001835

Dependent Variable: SWUSA

Source
Model
Error
Corrected Tetal

R-Square
0.106950

Source
BLOQUE
NIVEL
PER
NIVEL*PER

CAsSC
OF sum ¢f Squares
12 2.14398924
59 18.10732619
71 20.25131543
cC.Vv.
E.B79170
DF Type III S5
1 0.14921654
2 0.05899396
3 0.85250630
6 1.07427244
i ARBA
DF Sum of Squares
12 60.80508159
59 512. 32128247
71 57312636446
C.V.
4.171878
DF Type III 5SS
1 6.55455321
2 13.09007643
3 33 50577864
] T.654587370
oF Sum of Squares
12 156.%637880C5
59 1310.72470893
71 1457.65449702
C.¥V.
5.991743

DF Type III S5
1 18.563568374
2 18.21070035
3 76. 96300318
L] 41.23250081

Mean Squarc
0. Q0005548
0.00000556

Roat MSE
0.00D3091

Mean Square
0.0000045%
0.00000312
0.00a01223
0.00000305

Mean Square
0.17866577
D.30620383

Root MSE
0.553989

Mean Square
D.14921654
0.034949698
0.28283543
0.17904541

Hean Square
5.06709017
B8.68341157

Root MSE
2.946762

Hean Square
6.554955321
6.54503822

11.16859288
1.27577885

Mean Sguare
13.08081567
22.21567303

Root MSE
4.713350

Hean Square
18.56358374
9.10535018
26.32100106
6.B7208347

F Value Pr > F
a.37 0 6546
GRAV Mean
1.08325019
F Value Pr > F
0.47 0.4547
0.33 0.7230
1.28 0.283%
0.32 0.9141

¥ value Pr > F
0.58 0.B378

CASC Mean
§.422312861

F Value Pr > F
D.4% C. 48084

0.11 0.8339%
0.52 D.4345
0.58 0. 7421
F Value Pr > F
Q.53 0.8467
AREA Hean

70.63396805

F Value Pr > F
a.75 0. 3885
Q.75 0.4751
1.29 0.2875
0.15 0. 9890

F Value Pr > F

0.5%9 0. 8425

SWUSA Mean
78.63704556

F Value Pr > F
0.84 0.3644
c.41 G.8656
1.18 0.3233
0.31 0.929%7




Dependent Variable: MASA

Source
Model
Error
Corrected Total

R-Square
0.190144

Source
BLOQUE
0.4256
NIVEL

PER
HIVEL*PER

DF
12
559
73

Dependent Variable:

Source
Model
Error
Corrected Total

R-Square
0.105002

Source
BLOQUE
HWIVEL

PER
NIVEL*PER

DF
12
53
71

o

LR S N |

Dependont YVariable:

Squrce

Model

Error
Carrected Total

R-5quare
O.117756

Source
BLOQUE
HIVEL

PER
HIVEL*PER

DF
12
59
7

oF

oo

Dependent Variable:

Source
Hodel
Error
Corrected Total

R-5quare
C©.100602

Source
BLOQUE
WIVEL
PER
HIVEL*PER

DF
12
53
71

oWk em

ROTURA

CALCIO

Sum of Squares

270.79538750
1153.36450551
1424.160241311

c.v.
B8.003083

Type 111 ss
12.5816:0006

42.16469336
55.96833533
160.08107875

Sum of Squares
125.14505017
1066 68870815
1191 8337581312

c.v.
55 11267

Type III 85
10.16529833
14.558524636
68.16812960
32.25237386

Sum of Squares
1.%2176027
14.39605615
16.31965632

c.v.
.318067

"

Type III &8
0 .00570668
0.36837386
0.45207015
1.09560947

Sum of Squares
0.17724722
1.58461078
1.76185800

c.v.
7.87018B7

Type III 83
0.03345422
0.04000833
0.07764189
0.02614178

Mean Square F Value Fr

> F

22 56632562 1.15 0 3365

19 54855094

B ‘

. - RS
s S
b et A od &Jlﬂliimd.\} i

Root MSE MASA Mean
§.421374 55.2450888%
Mean Square F Value Pr > F
12.5818:0006 Q.64
21.08234658 1.88 0 3467
18.65611178 D.95 0.4204
26 68017979 1.36 0.2438
Mean Square F Value Pr > F
10.42875418 0. 58 0.8520
18.07946963
Roat MSE ROTURA Mean
4.251995 T.%1509%22
Mean Square F Value Pr > F
1D.16929835 0.56 0.49562
7.27762318 0.40 0.6704
22.72270987 1.26 Q.2975
5.37539598 D.30 0. 9358
Mean Sgquare F Value Pr > F
0.16014668 0.656 0.7851
0.24403553
Root MSE CALCIO Mean
0.493999 37.47909722
Mean Squate F Value bPr > F
C.0D0570668 0.02 0.8790
0.18418693 0.75 0.4746
©.15069005 0.62 0.6084
0.18260158 0.%5 0.6132
Mean Square F Value Pr > F
0.01477080 0.55 0.8723
0.028B57B1
Root. MSE GRCALCIC Hean
0.1€3683 2.08233333
Hean Square F Value Pr > F
0.03345422 1.25 0.268%
0.020:00487 0.74 C.4792
©.02588063 0.96 0.4160
0.004135596 0.1¢ 0.9857

ECA




Pependent YVariable: EFIC

Source DF
Mode] 12
Error 53

Corrected Total 71

R-Squate
0.424240
Source DF
BLOQUE 1
MIVEL 2
PER 3
HIVEL*PER 1

Least Squares Means

NIVEL PER P

LSMEAHN
3.4 1 1.91105548
3.4 2 1.5689%4880
3.9 3 2 31795116
3.4 L] 1.12285727
4.3 1 2.62891931
4.3 4 1.30748031
4.3 3 2.68755724
4.3 4 1.60338527
5.2 1 1.96509418
5.2 2 2.05517731
5.2 3 1.43579581
5.2 4 2.49837663

least Scuarrs Means

HIVEL PER PESOHVG

LSHEALT
3.4 1 5B8.3239195
3.4 2 58.1624873
3.4 3 59 5658998
3.4 4 5B 1922282
4.3 1 59 2154257
4.3 2 58.5183021
4.3 3 5B 2844825
4.3 4 5B.8A93810
52 1 59 6441790
5.2 2 59.7135741
5.2 3 59.1433815
5.2 4 59 2783921

Least Squares Means

HMIVEL PER PESOCASC

LSHEAN

. 32216887
.57233333
67233333
.A3066667
.42783333
.63333333
- 70550000
.60833333
.58333333
.53633333
. 72233333
.57200000

R e A REWW W W
RN W WWW e &R s
SRR W~ DL W8N
[T NN R T AT BT A I S

I I e R e

Sum of Squares

1403.954225

1805. 384978

3309 339203

c.v.
7.875319

Type 111 S8
46.661020

1220.833405
98.345448

38.113352

GRAV CASC

LSMEAN LSHEAN
.08121791 9.145%43839
.08408486 9.47304244
.0B364216 9.62454920
.08291710  8.59151604
.0B195273 9 .54692810
08416361 9 32299191
-08402270  9.47003538
.0B448270 9.367%0353
.08298550 9.315828B40
.08353385 9.195398869
.08267512 9.70337574
.08332410 9.31937336

Oi)

Mean Square F Value Pr>F
3.820 ¢.0304

116.995185
32 294661

Roat HSE
5.682839

Mean Squate F Value

46.661020
610.4146702
32.78214927
6.352225
AREA SWUSA
LSHEAN LSHEAN
.4780500 75, 5094050
.9989167 79.53948150
. 2604332 79.5449632
.9216833 77.3360400
.6414833 T6.7231582
-4332500 79.9350833
L1133167 80.0840500
LBT41187 e0.1558217
.2081333 78.4525283
.2083833 78.8670817
.6306000 78.7092350
71846500 78. 7415650

EFIC Mean
72.160111:11

1.44
18 .80
1.02
0. 20

T > F
L2342
.booL
.3825

P
0
0
0
0.9765

MASA

LSMEAX

- 7405000
.6121667
.0413333
.3076667
.1805000
- 5980000
.0635000
.B338333
-8978333
. 2456657
-1943333
-2353333




UIVEL  PpPER ROTURA CALCIO GRCALCID
LSHMEAN LSMEAN LSMEAN

3.4 1 10.5728333 37.5350000 195683333

3.4 2 6.7123333 47.3105000 2.07833333

3.4 3 6.9988333 37.4413333 2.12333333

2.4 [ 8.5165000 37.4703667 1.99816667

4.3 1 9.4021667 37.9833333 2.06250000

4.3 2 6.4606667 37.4476667 2.10950000

4.3 3 6.3893333 37.4355000 2.13516667

4.3 4 6.2138333 37.4516667 2.10016667

5.2 1 68.1123333 37.3191667 2.08150000

5.2 2 7. 4465800 37.4640000 2.07383333

5.2 3 B.1238333 37.4328333 2.14183333

5.2 4 7.6320000 37.4580000 2.08683333

EFIC

Least Squares Means

NIVEL EFIC Pr> [T| HO: LSMEAMS (1) = LSMEANS (3}
LSMEANS /3 1 2 3

3.4 77.0370000 1 . 0£.0073 0.0001

4.3 72.4777500 2 9.0073 . 0.0014

5.2 66 9655833 3 0.0001 0.0014

6l




ANEXO 2

INGRESO DE DATOS AL PROGRAMA SAS PARA EL ANALISIS
DE LA CONCENTRACION DE P PLASMATICO

data a-
options nonumber ps=55 nodate nocenter;
inputs ave bloque npivel per pplasm:
cards,

19 111 19.1

511311127

91 2 33 6.8
2

95 34 70
106 2 3 4 8.6
run:
proc glm:

classes nivel per bloguc:

model pplasm = blogue nivel per nivel*por/ss3.
lsmeans nivel per/stderr pdaiff.

lsmeans nivel*per:

Tun:

SALIDA DE DATOS EN EL PROGRAMA SAS PARA EL ANALISIS
DE LA CONCENTRACION DE P PLASMATICO

Geneyal Linear Models Procedure
Clasz Level Information

Class Levels Values

HIVEL 3 123
PER 4 1234
BLOQUE 2 12

Number of cbservations in data sct = 43

Dependent Variable: PPLASH

Source OF Sum of Squares Mean Square F Value Pr > F
Hodel 12 69.05031656 5.75419305 3.18 0.0050
Errar 30 54.2901485¢ 1.80857162
Ceprected Total a2 123 34046512
R-Square c.v. Root MSE PPLASH Mcan
o 559835 16 89408 1.34574036 7.96275070
Source DF Type I11 S5 Mean Square F Value $r > F
BLOQUE 1 0.508685144 0.50885144 .28 0.59%8
HIVEL 2 9.56583414 4. 7B341707 2.64 0D.087s
PER 3 19.64978723 6.54992911 3.62 0.0242
MIVEL*PER 6 30.61970572 5.10328429 2.82 0.0269
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General Linear Models Procedure
Least Squares Means
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Pr > |T|
1/3
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PPLASH std EBrr
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B8.4853,5.31 0 315B41BU7
7.33426358 0.376431486
7.679378B9 0.355751€65
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2 3
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> T
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.00
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HOTE: To chsutre overall protection level, only probabilities
pre-planned comparlsons should be used.

PER
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HOTE: To
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. THBTT13E6
.62451424
.00307489
. 81760988

5td Err
LSMEAN
0.37849888
D.41B78379
0.43196582
0.45408740

Pr >

[T

HO: LSMEAN=0Q

o
[a}
0
o

.00401
.0001
L0001
.0001

Pr
i/3
H

2
3
L

> IT| HO
1
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D.0472
0.1856 0.
0.0033 ©.

ensure overall protection lewvel, only probabilities
pre-planned comparisons should be used.

General Lincar Hodels Procedute
Least, Squires Means
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ANEXO 3

INGRESO DE DATOS AL PROGRAMA SAS PARA EL ANALISIS
DE LOS DATOS DEL TRATAMIENTO CONTROL NEGATIVO

Data a:
input ave hora porCa merbr
cards,

7 & 9.20
28 6 §5.20
15 24 36.70
58 24 36.60
run

proc glm:

classes hora:

maodel porCa membr grdeca =
means hora/nsk:

run:

Proc reg:

modcl borCa membr grdeca =
run,

grdeca:

a 267 0.025
0. 318 C.026
5.400 1.982
5.067 1.854
kFora:

hera:

SALIDA DE DATOS EN EL PROGRAMA SAS PARA EL ANALISIS
DE LOS DATOS DEL TRATAMIENTO CONTROL NEGATIVO

Analisis de Varianza

Class Levels Values

HORA ] 6 712 18 24 6.5 11.5 13.%8

humber of observations in data set = 18

Dependent Variable: PORCA

Source oF
Model 7
Error 12
Catrrected Total 17

R-Square

0.598112
Source F
HORA 7

Dependent Variable: MEMER

Source CF
Model ¥
Error 10
Corrected Total 17

R-5quare

0.%B7BET
Source DF
HORA, 7

Sum of Squares HMean Scuare F Value Pr > ¥
1522 .32726667 217.47532381 755.0% 0.0001
2.880133323 0.28801333

1525 20740000

c.V. Root MSE PORCA Mean
1.819422 0.53666874 29 . 49656667
Type IIT S5 Mean Square F Value Pr > F
1522.32726667 217.475323681 T55.09 G . D001
Sum of Squares Mean Zquare F Value Pr > F
64.72186700 9.24598100 116.31 G.0001
0.79494700 0.07949470

653 .516B1400
C.V. Root HMSE MEMER Mean
9.303169 C. 28194804 3.030648867
Type III S35 Mean Square F Value Pr » F
€4.72186700 9.24598100 116.31 0.0001
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Dependent Variable:

Source
Hadel
Error
Corrected Total

Sourcc
BORA

student-Hewman-Keuls test for variable

Alpha= 0.05

df= 10

Harmonic Hean of cell sizes= 1.476923

Tlumber of Means
Critical Range

Humber of Means
Critical Range

6

7 8

2.1691384 2 2628236 2.3423429

GRDECA
DF Sum of Squares Mean Square
7 9.94495169 1.42070738
10 0.12505125 0.012505832
17 10.07000294
R-Square c.v. Root MSE
0.987582 10.6%028 0.11182632
DF Type III S8 Hean Square
7 9 94495169 1.42070738
PORCA
HSE= O.288013
2 3 4 L
1.391501 1.7119723 1.9106094 2.0553279

Means with the same letter are net significantly different

SMNK Grouping

n

mww

e

Hecan N HORA
37.2833 6 24
32.1500 4 18
3z.1000 1 135
31.2700 2 12
2%.9000 1 11.5
1%.7000 17
17.0000 1 6.5

B. 7000 2 6

Btudent-Newman-Keuls test for variable: MEMER

Alpha= 0.05 df= 10

Earmonic Moan of cell sizes=

Numper of Means
Critical Range

Humber of Means
Critical Range

2

M3SE= D.D79495
1.

476924

3 4

7 a

1.1395938 1.1888129 1.2305897

5

0.73104B7 ©.8%94137 1.0037711 1.0798015

Means with the same letter are not significantly different.

BUWK Grouping
A

MEMMOUTOW

oD+ Nwin

Mean
-289%90
4010
6080
72058
5280
8100
L2925
2420

RV - -]
-
M

F Value
113 .81

Pr > F
0.0001

GRDECA Mean

F Valuc
113.61

1.04665556

Pr > F
0. 0001




Student-lewmin-¥ouls test for va

Alpha= 0.05 df= 10 MSE= D 0125
Harmonic Mean of ccll sizes= 1.4

Humber of Means 2
Critical Range 0.288%83488 0.3567

Humber of Means
Critical Range

L]
0.451986 0.4713%

Heans with the same lctter are n

raable: GRDECA

08
76923
3 4 5
257 0.358116 L 4282712
k) B

073 0.4B80768

ot significantly caxfferent

EMK Grouping Mean 1 HORA
A 1.9725 6 24
B 1.0833 3 18
B Cc.B370 1 13.5%
[ 0.5375 2 12
c 0.457%0 1 11.5
D 0. 1600 1 7
o 0.0410 1 6.5
D 0. 0255 2 6
Model: MODELL
Dependent Variable: FORTA
Analysis of Variance
Sum of Mean
Seurce DF Squares Square F Yalue Prok>F
Hodel 1 1194 .37600 1194 . 37600 57.764 0.0001
Error le 330.83140 20.67696
C Total 17t 1525. 20740
Root MSE 4 547189 R-square D.7831
Dep Mean 29.49667 Ad) R-sq 0. 7695
c.v 15 41595
Parameter Estimates
Parameter Standard T for HO
¥ariable DF Eatimate Error Parameter=0 Procb > |T|
INTERCEP 1 10.129708 2.76442864 3.664 0.002%1
EORA 1 1.20:0018 0.15765218 7.600 C 0001
Dependent Yariable: MEMBR
Analysis of Varianze
Sum of Mean
Source OF Sgquares Square F Value Prob>»F
Medel 1 64.208338 64.28338 8933.876 0.0001
Error 16 1.23344 0.07709
C To%al 17 65.51681
Root MSE 0.27765 RE-square 0.9812
Dep Mean 3.03067 hd] R-sg C.9800
c.v. 916137
Parameter Estimates
Parameter Standard T for HO:
Vargable OF Estimate Error Parameter=3, Brob > |Tj
IWTERCEP 1 -1.462373 0.16879533 -8 664 0.0001
HORA 1 D.2783%8 0.00964085 28.877 0. Q001

(R3]




Dependent Variable: GRDECA

Analysis of Variance

Sum of Mean
Source DF Seuares Square F Value Prob>F
Hode]l 1 9 T7092 $. 79092 522 708 0.0001
Error 1¢ 0.293959 0.01B69
C Total 17 10.07000
Root HsE D.13672 R-square D.9%702
Dep Hean 1.04606 Ady R-s5q 0.9684
c.v, 13.07024
Parameter Estimates
Parametor Standard T for HO:
Variable DF Estimate Errpor Parameter=0 Prob > |T|
TNTERCEP 1 -0. 705640 0. 08311898 -8.490 0 pog1
HORA 1 0.108539 0.0047%4 740 22.8B5632 0.0001
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