UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO

POSGRADO EN CIENCIAS
BIOLOGICAS

Facultad de Ciencias

CONDUCTA DE MARCAJE DEL
MENTON EN CONEJOS DOMESTICOS:
DOMINANCIA EN MACHOS Y
ELECCION FEMENINA DE PAREJA

TESIS

QUE PARA OBTENER EL GRADO ACADEMICO DE

DOCTORA EN CIENCIAS
P R E S E N T A

MARIA DE LOURDES ARTEAGA CASTANEDA

TUTORA PRINCIPAL DE TESIS: DRA. ROBYN ELIZABETH HUDSON

COMITE TUTOR: DRA. ROSALINDA GUEVARA GUZMAN
DR. GABRIEL ROLDAN ROLDAN

MEXICO, D.F. FEBRERO, 2010



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.






AGRADECIMIENTOS

Al Posgrado en Ciencias Biolégicas, UNAM.

La realizacion de esta tesis fue posible gracias al financiamiento otorgado por CONACyYT 124787
MLAC, Proyecto CONACYT 48692 RH, Apoyo para Asistencia a Congreso DGEP MLAC, ISDP NIH
Travel Awardee, PROMEP UATLX-223 MLAC, PROMEP UATLX-EXB-156.

Esta tesis contd también con el apoyo académico del Comité Tutor, integrado por los Dres.
Rosalinda Guevara y Gabriel Roldan.



AGRADECIMIENTOS ESPECIALES

La realizacion de esta tesis requiri6 de apoyo académico y logistico que fue posible gracias a la

participacion de varias personas.

Robyn Hudson, directora de tesis.

Los Dres. Carolina Escobar, Gabriela Gonzalez-Mariscal, Ivette Caldelas y Francisco Galindo,

miembros del Jurado, por la cuidadosa revision y valiosas sugerencias.

Los Dres. Carlos Cordero y Alejandro Cérdoba, primer comité tutor, por sus valiosas criticas al

trabajo.

Jorge Rodriguez Antolin y Margarita Martinez Gémez, lideres del grupo de investigacion y gestores

de todo aquello necesario para la realizacién de los trabajos que realiza nuestro grupo.

Amando Bautista Ortega, andlisis estadisticos, gréaficas y figuras.

Leticia Nicolas Toledo, determinacién de niveles sanguineos de testosterona.
Margarita Juarez Romero, realizacién de algunas pruebas conductuales.

Cecilia Cuatianquiz Lima, andlisis de videos de conducta.

Laura Garcia Rivera, aprovisionamiento de materiales y reactivos de laboratorio.

Carolina Rojas Castafieda, obtencion de material bibliografico.

Verdnica Reyes Meza, Eliseo Cruz Sanchez, Humberto Pérez Roldan y Esmeralda Garcia Torres

criticas constructivas al trabajo y valiosas sugerencias.

Judith Galicia, Rebeca Sanchez Lépez, Alejandro Diaz Xochicale, Graciela Fabris del Toro, Maribel

Pérez Alarcén, apoyo administrativo.

Armando Gallegos Hernandez, Sergio Marquez Cuauhtecatl y Saul Hernandez Tlapale,
mantenimiento y limpieza de animales, arenas de observacion y cuarto de conducta.

Miguel Angel Morales, registro de peso corporal, cuidado de los animales.



o
Csr eppierind coatler cotts iy o0

it b deithor o

o, . :
Mrir € lornir e Norrr (,7////;7;,,;

o ¢
Dot Comstirsioctts

f/ > r
1istoser Corvrdigeres

¢ oo
Cotiriie Sppiste. 7,/”/;/
i 72
v Cotriie Tgnitton - Kttonyer
7 . J A
X 2 .
Jets Arsdgpitle - Fssedls- Kty
o 7 S A
Gritbrir - Sormrmnctts ot Sottiryer
TR7
g Sotrirger Constirsiotts
Lorissir - Kottargs Constirsioits
% 77 7.
S lbrnir - Sottger Corstirsivts
i 4 cr
g Loty Csrrgrie

¢ o .
sz i Loositls Costirivitts . Novonr

Lt - Frvsc . Sattrrirer

Loverir - Lrgoltier L/¢m~ toryer
Cotoird Costor . Mormak
ntirr TC,}/”;/ Constr - Kottoryer

c /
Conitivne Costoe - Stterger

Mearie Norver

M - Soidbor G
%

_ . .
I z Nerriretts Lovouer

Msie . Monstines

S o Ve
//i////)w - ////r 2z3 éf/;/‘/}/

o, ,
Etle G Mytn sypioss, Kpins vy mistes



INDICE

RESUMEN

ABSTRACT

| INTRODUCCION

1. Comunicacion quimica en MmamiferoS..........c.ooviii i,
1.1. Marcaje odorifero, testosterona, competencia entre machos y

territorialidad. .. ........o v

1.2. Marcaje odorifero y eleccion femenina de pareja.............coovvviviinevennn.

2. Modelo de estudio: el conejo dOMESHICO..........vvviriiie i e
2.1. FUBNTES 08 Ol0IES. .. vttt e e e e e e e e e e e e
2.2. Conducta de marcaje por frotamiento del menton................coeviievnnnne
2.3. Testosterona en los machos del congjo..........cccoevviii i

3. [ 1T 010 (TS

4, = =] (= o=

I SCENT MARKING, DOMINANCE AND SERUM TESTOSTERONE LEVELS IN
MALE DOMESTIC RABBITS

Il RESPUESTA DE LAS HEMBRAS DE CONEJO A LAS MARCAS DEL MENTON DE

LOS MACHOS
R SUMIBN . .. i e s e et e e e e e e
1. Ta] (oo [U ToTe1 1] o FAN PP
2. Y=Y oo (o PP
2.1. P 11 4 F= 1= PPN
2.2. Procedimiento experimental...........ccooiii i
2.3. ANAIISIS 08 HAL0S. ... .t e e e e e
3. [ LYY U] | = To [0 1
4, [0 E U] o] o PP
5. [ (Y (=] (=] 4 [ F= L PP

IV PROPUESTA DE UN METODO PARA REALIZAR PRUEBAS DE ELECCION
FEMENINA DE PAREJA EN CONEJOS
RESUMBN ... e e e
] igele [V ol To] o AT TP PTTTPRN
2. Descripcion general del método para realizar pruebas de eleccion femenina de
[T (=] f W=t el oo] g 1= (o 1 T VPP PUTN
3. =3 0o o (o1 TP
3.1. ANIMAIES ..o e
3.2. Procedimiento experimental... ... ..o,
3.3. ANALISIS 08 AALOS. .. ..ttt it e e e
4, RESUIBUOS. .. .o ettt e e e e e e et e e
5. DISCUSION. .. ettt et e et et e et et e e e et et e e e an s
6 RETEIENCIAS ... .. e e et e e

=

V COMENTARIO FINAL
ANEXO 1. COMUNICACION QUIMICA EN MAMIFEROS DOMESTICOS

ANEXO 2. OLFACTORY GUIDANCE OF NIPPLE ATTACHMENT AND SUCKLING IN
KITTENS OF THE DOMESTIC CAT: INBORN AND LEARNED RESPONSES

Pag.

ol
RPRoourwr

(SN
»

17
17
18
21
21
22
24
25
28
32

37
37
38

41
41
41
42
45
45
49
52

55

57

58



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



RESUMEN

La presente tesis contiene cinco Capitulos y dos Anexos. El Capitulo | es una introduccién
a la comunicacion quimica en los mamiferos, un medio de comunicacién comin en este grupo
taxonomico. Las sefiales odoriferas que transmiten informacién entre los individuos, son
tipicamente mezclas complejas de moléculas y frecuentemente estan involucradas en conductas
tales como el marcaje territorial y eleccion de pareja. Usualmente, dichas sefiales estan contenidas
en las secreciones corporales, que pueden ser emitidas directamente o depositadas activamente
sobre objetos o coespecificos mediante conductas especializadas (marcaje odorifero). Las marcas
odoriferas pueden proveer informacion sobre el individuo que realizé el marcaje, tal como sexo o
nivel de andrégenos, se ha reportado que las hembras pueden utilizar dichas marcas para valorar
la calidad de los machos cuando seleccionan pareja.

El conejo europeo (Oryctolagus cuniculus) es una de las especies utilizadas en estudios
pioneros sobre comunicacion quimica en mamiferos. Su vida social depende fundamentalmente de
las sefiales odoriferas, como lo sugieren varias glandulas odoriferas que posee y otras fuentes de
estas sefiales como la orina o las heces, ademas utiliza una variedad de conductas de marcaje en
un amplio rango de contextos sociales. Una de las conductas méas conspicua es la de marcaje por
frotamiento del mentdn, en la que los animales de ambos sexos frotan su barbilla sobre objetos o
coespecificos, impregnandolos asi con la secrecién de estas bien desarrolladas glandulas del
menton.

En el Capitulo Il se presenta un trabajo publicado en la revista indexada Physiology and
Behavior, en el que se plante6 la hipétesis de que la frecuencia de marcaje por frotamiento del
menton en los machos sexualmente maduros indica dominancia social potencial y que ésta se
correlaciona positivamente con la concentracién de testosterona. Como se predijo, los machos
mostraron diferencias individuales significativas y estables en la frecuencia de marcaje del mentdn,
ésta se correlaciond positivamente con dominancia en pruebas de confrontacién social entre pares
de machos y, aunque mas débil, con los niveles de testosterona de los individuos. Entonces, se
formul6 la pregunta ¢ responden fuertemente (o prefieren) las hembras a las marcas del menton de
estos machos marcadores, potencialmente dominantes?

Asi, en el Capitulo Il se reporta un estudio disefiado para probar la prediccion de que las
hembras sexualmente maduras podrian ser mas atraidas a las marcas del mentén de los machos
mas activamente marcadores y dominantes que a las marcas de los machos subordinados del
estudio previo (Capitulo Il). Contrario a lo que se esperaba, las hembras no marcaron mas con el
menton los objetos previamente marcados por machos “dominantes” en comparacién con
subordinados, y no visitaron mas o pasaron mas tiempo en el sitio de los objetos previamente
marcados por los machos dominantes. De hecho, no respondieron diferencialmente a los objetos
marcados versus control, no marcados. Se discuten las posibles razones, particularmente
dificultades metodoldgicas, que explican la inesperada carencia de efecto de las marcas del

menton de los machos sobre la conducta de las hembras.



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



En el Capitulo IV se presenta una propuesta para realizar pruebas de eleccidon femenina de
pareja en conejos, disefiada para corregir algunas de las dificultades discutidas en el Capitulo Ill.
Utilizando una arena de doble eleccién, se propuso la prediccion de que las hembras sexualmente
maduras podrian pasar mas tiempo en el sitio de un macho intacto sexualmente maduro, asi como
hacer mas contactos con la nariz en la puerta divisora de malla de alambre del encierro del macho
versus el sitio de uno castrado. De hecho, en presencia de los machos estimulo, las hembras
marcaron con el mentén significativamente mas, cambiaron de lado a lado en la arena con
significativamente mayor frecuencia e hicieron significativamente méas contactos con la nariz en la
puerta que en las pruebas en las que los machos no estaban presentes. Sin embargo, contrario a
lo esperado, las hembras no pasaron mas tiempo en el lado del macho intacto, ni lo visitaron y
marcaron con el mentén mas, ni hicieron mas contactos con la nariz en la puerta divisora versus el
lado del macho castrado. Otra vez, se discuten las posibles razones de por qué las hembras no
discriminaron, con este analisis conductual, entre los dos tipos de machos estimulo en esta prueba.

El Capitulo V provee una discusion general de la tesis en relacion a las dificultades
metodoldgicas y problemas conceptuales que aun asedian el area de la comunicacién quimica en
mamiferos, también se sugiere como afrontar tales dificultades en estudios futuros.

El Anexo | es una revision sobre comunicacion quimica en animales domésticos preparado
como una de las actividades complementarias requeridas en el programa del Posgrado en
Ciencias Biolégicas de la UNAM y publicado en la revista nacional indexada en el CONACYT
Veterinaria México. El Anexo Il es un reporte sobre comunicacion quimica entre madre y cria
durante el amamantamiento en el gato doméstico, escrito durante el periodo doctoral y publicado
en la revista indexada Developmental Psychobiology. Los resultados apoyan la hip6tesis de que
las crias utilizan sefiales odoriferas, tanto feromonales como aprendidas, para localizar los
pezones y succionar. Estos dos articulos revisan y exploran las posibles funciones y mecanismos
de comunicacidn quimica en mamiferos como un complemento de topicos similares explorados en

la tesis.



ABSTRACT

The present work consists of five chapters and two appendices. Chapter | provides an introduction
to chemical communication in mammals, a common but still poorly understood means of
communication in this taxonomic group. Odiferous cues that transmit information between
individuals are typically complex mixtures of molecules and are frequently involved in behaviors
such as territorial marking and mate choice. They are usually contained in body secretions, and are
either emitted directly into the atmosphere or actively deposited on objects or conspecifics by
means of specialized behaviors (scent marking). Scent marks can provide information about the
marker such as sex or androgen levels, and females are reported to assess the quality of males
when selecting mates using such marks.

The European rabbit (Oryctolagus cuniculus) is one of the pioneer species in the study of
mammalian chemical communication. Its social life depends importantly on such cues, as
suggested by the various scent glands and other sources of odor signals such as urine and feces it
employs using a variety of marking behaviors in a wide range of social contexts. One of the most
conspicuous of these behaviors is chin marking, in which animals of both sexes rub their chin on
objects or conspecifics, impregnating them with secretion from well-developed chin glands.

Chapter 1l reports a study published in the indexed journal Physiology and Behavior in
which we hypothesized that the frequency of chin marking by sexually mature male rabbits indicates
potential social dominance and correlates positively with serum testosterone. As predicted, males
showed significant and stable individual differences in the frequency of chin marking, this was
positively correlated with dominance behavior in pair-wise social confrontation tests, and — although
less strongly — with individuals’ testosterone levels. We then asked if females would respond more
strongly to (“prefer”) the chin marks from such active-marking, potentially dominant males?

Chapter Il thus reports a study designed to test the prediction that sexually mature female
rabbits would be more attracted to the chin marks of the most actively marking, more dominant
males of the previous study (Chapter II) than to the marks of the more subordinate males. Contrary
to expectation, females did not chin-mark objects marked by “dominant” males more frequently than
objects marked by “subordinate” males, and did not more frequently visit or spend more time in the
vicinity of objects marked by dominant males. In fact, they did not respond differentially to marked
versus unmarked, control objects. Possible reasons, particularly methodological difficulties,
accounting for the unexpected lack of effect of male chin marks on the females’ behavior are
discussed.

Chapter IV presents a proposal for testing female mate choice in rabbits designed to
overcome some of the difficulties discussed in Chapter Ill. Using a two-choice arena, we predicted
that sexually mature females would spend more time on the side enclosing an intact, sexually
mature male than on the side enclosing a castrated adult male. We also predicted that females
would chin mark more often on the side with the intact male and would make nose contacts with the
separating mesh divider more often than on the side with the castrated male. Indeed, in the

presence of stimulus males the females chin marked significantly more frequently, changed sides in



the apparatus significantly more frequently, and made significantly more nose contacts with the
mesh dividers than in control tests with no males present. However, contrary to expectation, they
did not spend more time on the side of the arena with the intact male, nor visit it, chin mark there, or
make nose contacts with the mesh divider more often than on the side with the castrated male.
Again, we discuss possible reasons for the failure of females to differentiate behaviorally between
the two types of stimulus males in this test.

Chapter V provides a general discussion of the thesis in relation to methodological
difficulties and conceptual problems that still beset the area of chemical communication in
mammals, as well as suggestions how to confront these in future studies.

Appendix | is a review on chemical communication in domestic animals prepared as one of
the complementary activities required in the postgraduate program of Biological Sciences, UNAM,
and published in the national, CONACYT-indexed journal Veterinaria México. Appendix Il is a report
on chemical communication between mother and young during suckling in the domestic cat, written
during the doctoral period and now published in the indexed journal Developmental Psychobiology.
The results support the hypothesis that kittens use odor cues, both pheromonal and learned, to
locate nipples and suckle. These two articles thus review and explore possible functions and
mechanisms of chemical communication in mammals as a compliment to similar issues explored in
the thesis itself.



| INTRODUCCION

1. Comunicacion quimica en mamiferos

La comunicacién por medio de sustancias quimicas es comudn entre los mamiferos, cuyos sistemas
sociales son complejos y utilizan dichas sustancias como sefiales odoriferas para transmitir
informacion entre los individuos. Las sefales odoriferas, generalmente mezclas complejas de
moléculas, influyen profundamente la vida social de muchas especies de mamiferos. Por ejemplo,
la mayoria puede reconocer a los miembros de su colonia o familia, discriminar entre uno y otro
individuo, su sexo y estado reproductivo u otro estado fisiolégico con base en el olor. Las sefiales
odoriferas estan contenidas en la orina, heces y secreciones de diversas glandulas cutaneas. Una
de las funciones bésicas que esta profundamente influenciada por el olfato es la reproduccion
(Brown & MacDonald 1985, Arteaga et al 2007). Las primeras observaciones sobre la importancia
de la olfaccién en la reproduccion en los mamiferos se realizaron en roedores, lagomorfos y
ungulados. Por ejemplo, la orina de los ratones macho adultos contiene una feromona que induce
el estro en las hembras (Whitten 1956 citado en Vandenbergh 1983). Ademas, la orina de los
machos contiene una feromona que acelera la pubertad en las hembras juveniles (Vandenbergh
1967). En los hamsteres las hembras en estro despliegan conducta de marcaje vaginal cuando un
macho se aproxima. El macho olfatea estas secreciones y despliega conducta copulatoria
(Johnston 1975, 1977). Dichas sefiales odoriferas pueden ser emitidas o depositadas en el
ambiente por medio de despliegues conductuales generalmente estereotipados. A éstos se les

conoce como conductas de marcaje odorifero (Johnson 1973, Brown & MacDonald 1985).

1.1. Marcaje odorifero, testosterona, competencia entre machos y

territorialidad

Segun Dewsbury (1982), la dominancia es una asimetria agonistica persistente entre dos
individuos, él reconocio la dificultad que implica su evaluacion. El ‘rango de dominancia’ podria
emplearse para enfatizar el uso empirico de establecer entre individuos diferencias estables en su
relacién y discutié como se han utilizado diferentes patrones de conducta agonista para asignar tal
rango. Dewsbury distinguié tres tipos de tales patrones: a) desplazamientos con respecto al
espacio o a algun recurso; b) amenazas, vocalizaciones y gestos; y c) peleas. Se considera que
para algunas especies, el rango social basado en el grado de dominancia esta relacionado con la
actividad copulatoria y la reproduccion diferencial. Los individuos dominantes pueden tener
ventajas sobre los subordinados para tener mas apareamientos e incrementar su éxito
reproductivo.

En algunas especies de mamiferos el individuo dominante puede reforzar su rango

realizando marcaje odorifero, que es una forma comun de sefializacion. En los machos el marcaje
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ocurre en dos contextos, marcaje territorial en el cual las marcas odoriferas son utilizadas en la
delimitacion del territorio 0 como una “amenaza”, y en sistemas de apareamiento por dominancia
(Ralls 1971, Johnson 1973). Ademas, las marcas territoriales de los machos pueden proveer
informacion general sobre el individuo que realizo el marcaje, tal como sexo, nivel de andrégenos
(Gosling et al 1996) y la habilidad competitiva del emisor, es decir, la presencia o ausencia de
marcas odoriferas dentro de un territorio indica la capacidad del residente para defenderlo y
dominar a los competidores (Rich & Hurst 1999). Dichas marcas son colocadas en lugares
estratégicos para interceptar al receptor (Parker 1974, Gosling 1990, Gosling & Roberts 2001).

Los individuos que entran en un territorio ocupado (intrusos) pueden olfatear las marcas e
ignorarlas, permaneciendo mas tiempo en el territorio, o bien, pueden evitarlas; ello dependera de
los costos y beneficios potenciales. Si los costos para el intruso son menores que los beneficios
(como utilizar los recursos defendidos), entonces permanecer4d mas tiempo en el territorio. En
contraste, cuando los costos para el intruso pueden ser bastante altos, como el riesgo de ser
detectado y atacado por el propietario del territorio, entonces serd mejor evitarlo. Por ejemplo, los
topos (Talpa europea), que viven en tlneles subterraneos, evitan las marcas de territorios vecinos,
se ha discutido que posiblemente se debe a que realizar una huida en estos tlneles es dificil y las
peleas pueden ser costosas, ya que el intruso del territorio puede resultar herido (Stone & Gorman
1990).

Los costos de entrar en un territorio ocupado dependen de la habilidad competitiva del
intruso. Por ejemplo, los machos del raton (Mus domesticus) con bajo peso corporal evitaron el
area artificialmente marcada con orina de otros machos donadores con los que nunca habian
interactuado; en contraste, los machos pesados fueron atraidos al area marcada. El estudio
propone que posiblemente estos machos pueden tener menores posibilidades de resultar dafiados,
si ocurriera una contienda con el propietario del area, asi que defender el recurso valia la pena
para los machos pesados (Gosling et al 1996). Los ratones también pueden evitar las marcas de
orina en una arena experimental pequefia que no contiene recursos y con marcas frescas que
pueden indicar que el propietario del territorio regresara pronto (Jones & Novell 1973a, b, 1989,
Sawyer 1978).

Algunos estudios proponen que los intrusos pueden valorar a sus oponentes potenciales
mediante tres mecanismos: 1) utilizar informacién intrinseca de las propias marcas, 2) aprender el
olor de las marcas de un oponente con el que se ha enfrentado previamente y 3) utilizar las marcas
previamente asociadas con un individuo para identificar al propietario del territorio (Gosling 1982,
1990).

Los machos contramarcan cualquier marca de otro macho que esté en su territorio (Hurst
1990). Rich y Hurst (1998) han propuesto que el contramarcaje es un mecanismo de competencia
entre machos de territorios vecinos, ya que las hembras de roedores son mas atraidas al olor de un
macho propietario de un territorio, marcado exclusivamente por él, y muestran conducta sexual

cuando interactian con ese macho.



Ademas, otro estudio realizado con ratas de la cepa Long-Evans demostr6 que las
hembras exhibian una notable preferencia para aparearse con machos dominantes en
comparacion con los subordinados. Los resultados del mismo estudio sugieren que la dominancia
tiene ventajas para los machos al incrementar su adecuacion de dos formas; los machos
dominantes compiten exitosamente por las hembras e inhiben la conducta de apareamiento de los
subordinados, ademas, los machos dominantes son mas “atractivos” para las hembras (Carr et al
1982).

En conclusién, la informacion disponible en mamiferos, aunque casi exclusivamente sobre
roedores, sugiere que las sefiales quimicas son de vital importancia en la eleccion femenina de
pareja (Gosling & Roberts 2001).

1.2. Marcaje odorifero y eleccion femenina de pareja

Existen atributos por los que las hembras son atraidas y pueden utilizarlos para seleccionar un
macho, como la capacidad para dominar a rivales o indicadores de condicion fisiolégica, entre
otros (Kavaliers & Colwell 1995, Rich & Hurst 1998). El alto rango social, el tamafio corporal
grande, la buena condicion fisica y la buena habilidad para forrajear pudieran ser atributos
interrelacionados y atractivos a las hembras, ya que los machos son capaces de dominar a sus
rivales si son fuertes y estan bien alimentados, no podrian tener esos atributos a menos que
consuman cantidades suficientes de alimento y no se debiliten por causa de enfermedades y
parasitos (Freeland 1981). Se ha propuesto que las hembras se verian beneficiadas si adquieren la
base genética de determinados atributos de los machos y la transmiten a sus crias. Sus crias
podrian ser dominantes, tener éxito reproductivo y podrian beneficiarse adquiriendo resistencia a
las enfermedades o buena habilidad para forrajear.

Se ha argumentado también que las hembras de mamiferos pueden valorar la calidad de
los machos por medio de sus marcas odoriferas. Existe evidencia de que las hembras responden a
la informacion contenida en las marcas odoriferas, muestran respuestas fisiologicas y preferencias
conductuales en relacion con la familiaridad y rango social del macho donador de olor.

Por ejemplo, las hembras de los ratones (Mus musculus) eligen como pareja machos cuyas
marcas odoriferas predominan en el sitio (Rich & Hurst 1999) y no eligen a los machos
subordinados (Hurst 1987). También utilizan el olor mediado por el complejo principal de genes de
histocompatibilidad (MHC por sus siglas en inglés “major histocompatibility complex”) para
seleccionar machos en relacién a su parentesco genético (Yamazaki et al 1994, Jordan & Bruford
1998) y utilizan el olor para distinguir entre machos saludables y enfermos (Penn & Potts 1998).
Las hembras son atraidas a los machos por medio de sus marcas odoriferas con orina y son
capaces de discriminar el olor de un macho parasitado de aquel no parasitado, siendo mas
atraidas hacia el olor de machos no parasitados (Kavaliers & Colwell 1995). Las hembras utilizan

las marcas odoriferas para comparar el olor de un macho con las marcas previamente encontradas



en el ambiente para seleccionar asi compafieros de apareamiento (Rich & Hurst 1998, 1999). Los
resultados encontrados en un estudio realizado por Reece-Engel (1988) sugieren los mismos
resultados en las hembras del conejo europeo, cabe mencionar que dichos resultados se
obtuvieron con solo dos machos y seis hembras.

A pesar de los estudios arriba mencionados realizados principalmente con roedores, falta
explorar mejor el papel de las sefiales quimicas en la elecciéon femenina de pareja. El conejo
europeo es un buen modelo de mamifero para realizar estudios sobre comunicacién quimica en la
eleccion femenina de pareja, ya que posee diversas fuentes de olores y probablemente algunos de
estos olores en los machos deben ser utilizados por las hembras para evaluar a una pareja
potencial. El estudio de Reece-Engel (1988) previamente referido, no menciona algin olor en

particular de los machos que las hembras pudieran haber utilizado para discriminar entre éstos.

2. Modelo de estudio: el conejo doméstico

El conejo europeo (Oryctolagus cuniculus) es una especie que depende fundamentalmente de las
sefiales odoriferas para regular su vida social. Es un modelo clasico de mamifero en el campo y el
laboratorio para estudios de fisiologia y conducta. Ademas, es una de las especies empleadas en
estudios pioneros de comunicacion quimica (Mykytowycz 1962, 1964, 1965, 1966a, b, c, 1968,
Mykytowycz & Dudzinski 1966, Hesterman & Mykytowycz 1968, Mykytowycz & Gambale 1969).

Los conejos son animales nocturnos, gregarios y territoriales, generalmente viven en
pequefios grupos (8-10 individuos de ambos sexos) relativamente permanentes. Cada grupo ocupa
un territorio donde construye un sistema de madrigueras con diversas entradas. Los machos del
grupo y algunas veces las hembras defienden su territorio (von Holst et al 1999). Este es marcado
con orina, heces de consistencia dura combinadas con las secreciones de las glandulas anales
depositadas sobre superficies planas llamadas letrinas, que sirven como centros de comunicacion
entre los individuos (Mykytowycz 1968, Mykytowycz & Gambale 1969).

Las relaciones de dominancia se establecen por medio de encuentros agresivos (Bell
1980). Cuando un macho dominante es desplazado, entre los machos ocurren nuevas
interacciones agresivas y generalmente el segundo en la jerarquia ocupa el lugar (Mykytowycz
1964). La territorialidad esta estrechamente relacionada con la organizacion social y la
reproduccién. Al inicio de la temporada reproductiva machos y hembras de un grupo establecen
una jerarquia de dominancia intrasexo. Los conejos constantemente refuerzan su jerarquia
mediante persecuciones a los otros miembros del grupo (Mykytowycz 1965). Al inicio de la
temporada reproductiva las peleas por el territorio son mas intensas y disminuyen durante el
transcurso de la temporada, después solo es suficiente una conducta ritualizada (correr en paralelo
y rascar) para prevenir que los intrusos entren en el territorio (von Holst et al 1999).

El rango social influye la conducta de los animales; machos y hembras dominantes

despliegan con mayor frecuencia conductas ofensivas contra los miembros del grupo de su mismo



sexo. Los machos dominantes tienen acceso a las hembras y participan en mas interacciones
sociopositivas con las hembras de su grupo. También, algunos parametros fisiol6gicos son
diferentes entre los animales del grupo y estan relacionados con el rango social. Los machos
dominantes son mas pesados y presentan niveles bajos de corticosteroides, que estan asociados
con menor estrés; también, tasas bajas de ritmo cardiaco en comparacién con los subordinados.
Ademas, el éxito reproductivo es mayor en los machos dominantes, el 90% de las crias son sus
hijos. Las hembras de alto rango tienen una fecundidad (nUmero de crias nacidas) méas alta y la

mortalidad de sus crias es menor (von Holst et al 1999, von Holst et al 2002).

2.1. Fuentes de olores

Las diversas fuentes de sefales quimicas que poseen los conejos sugieren la importancia de la
comunicacién quimica en esta especie. Asi, la orina, las heces y las secreciones de diversas
glandulas cutaneas (Fig. 1) contienen sefiales odoriferas que sirven para identificar el rango social,
el estado reproductivo, también sirven para distinguir a los miembros del grupo y de los extrafios y
para marcar el territorio (Mykytowycz 1970, Black-Cleworth & Verberne 1975, Bell 1980, 1985,
Hayes et al 2002a, b).

Glandulas
submandibulares

Piel ventral/
(feromona

del pezon)

Gls anales

Y

Gls inguinales/
Gls prepuciales

Fig. 1. Fuentes de sefiales quimicas en el conejo.



Un ejemplo de glandulas cutaneas son las submandibulares o del mentén, presentes en
ambos sexos y utilizadas en la comunicacion quimica. Estas son sudoriparas con secrecion
apocrina que se desarrollan a partir de foliculos pilosos y se localizan en cada lado de la
mandibula. Cada una estd compuesta de tres grupos de l6bulos, dos grupos laterales profundos
situados en la parte interna de la capa muscular y un grupo situado mas superficialmente en la
hipodermis externa y unido por la linea media con el grupo contralateral correspondiente. Los
I6bulos de cada grupo forman una sola masa glandular, cada l6bulo con su propio conducto
secretor que llega hasta la superficie de la piel y con los conductos de los I6bulos de los tres
grupos arreglados en forma de “V” sobre la barbilla (Fig. 2 A, B; Lyne et al 1964).

Se conoce poco sobre la composicion quimica de la secrecion de estas glandulas, aunque
las técnicas de electroforesis indican que las proteinas son su constituyente principal. Se han
encontrado también trazas de lipidos y carbohidratos (Goodrich & Mykytowycz 1972), asi como
constituyentes volatiles unidos a las proteinas. Cuando la secrecién es depositada en el ambiente,
los volatiles son liberados lentamente de las proteinas (Muller-Schwarze & Silverstein 1980).
Ademaés, se ha identificado un compuesto fijador (2-fenoxietanol) que posiblemente participe en la
liberacién gradual de sefiales volatiles (Hayes et al 2003). Los conejos de ambos sexos depositan
la secrecion de las glandulas submandibulares sobre los objetos por medio de una conducta
estereotipada conocida como conducta de marcaje por frotamiento del menton, que se describe a

continuacion.

2.2. Conducta de marcaje por frotamiento del mentdn

Las superficies que no son marcadas con orina y heces, como las entradas de las madrigueras,
hojas, pastos, raices y heces de otros animales, son marcadas con la secrecion de las glandulas
submandibulares mediante la conducta de marcaje por frotamiento del mentén. Esta es una de las
formas conductuales mas sobresalientes en los conejos de ambos sexos, consiste en que el
animal frota su mentén sobre objetos o coespecificos impregnandolos asi con la secrecién
glandular; usualmente esta conducta es precedida por olfateo exploratorio; a pesar de la
domesticacién, aparentemente esta conducta no difiere de la de los conejos silvestres (Fig. 2 C, D;
Mykytowycz 1964, Mykytowycz 1965, Mykytowycz et al 1976).

Conducta de marcaje por frotamiento del menton en los machos. A partir de los afios cincuenta se
realizaron diversos estudios conductuales para determinar la funcién de ésta conducta. Se
utilizaron poblaciones de animales silvestres y se concluyé que los machos despliegan dicha
conducta principalmente para la delimitacion, establecimiento y mantenimiento de su territorio
(Mykytowycz 1962, 1965, Hayes et al 2002a, b). En los machos adultos el marcaje del mentén
también ocurre después de los encuentros agresivos entre éstos y durante el cortejo el macho

puede marcar a la hembra con la secrecién de sus glandulas submandibulares. Los individuos



juveniles también son marcados por el macho para facilitar la aceptacion de éstos por el grupo
(Mykytowycz 1965).

En el laboratorio se ha observado que la frecuencia de marcaje en ambos sexos
incrementa cuando estan presentes las marcas odoriferas de coespecificos (Martinez-Gémez et al
1997). Diversos estudios sugieren que en ambos sexos existen marcadas diferencias individuales
en la frecuencia de marcaje del menton (Martinez-Gomez et al 1997, Arteaga 2002).

El aumento de tamafio de las glandulas del mentdn ocurre en la pubertad, cuando se hace
evidente el marcaje territorial en los animales jovenes (Mykytowycz 1965). En los machos adultos
la frecuencia de marcaje por frotamiento del mentén alta se relaciona con niveles altos de
testosterona. La castracion de los machos antes de la pubertad produce en el animal adulto que
las glandulas sean mas ligeras y menos activas (Wales & Ebling 1971). Los estudios en el
laboratorio muestran que en los animales adultos la castracion reduce la frecuencia de marcaje por
frotamiento del mentdn, estos efectos se revierten si se administra testosterona. Estos resultados
sugieren que dicha conducta depende ampliamente de los esteroides gonadales (Chirino et al
1993, Gonzalez-Mariscal et al 1993, Martinez-Gomez et al 1997).

Fig. 2. A) Vista ventral de la cabeza de un macho adulto con el pelo impregnado con las secreciones de las
glandulas submandibulares. B) Piel retraida después de realizar una incisién medial para mostrar los l6bulos
de las glandulas submandibulares (flecha), éstas se han desplazado de su posicién medial normal. C) Arena
de observacién que contiene tres bloques utilizados para realizar la prueba conductual de marcaje por
frotamiento del mentén. D) Macho marcando con el mentén un blogue.



Conducta de marcaje por frotamiento del mentén en las hembras. Esta conducta en las hembras
adultas esta influenciada por su estado reproductivo. Durante el estro la frecuencia de marcaje es
alta, después del apareamiento disminuye. Durante la gestacion y lactancia la frecuencia es baja,
aumenta inmediatamente después del parto y al destete. Asi, se propone que esta conducta es un
componente e indicador de estro (Soares & Diamond 1982, Gonzalez-Mariscal et al 1990, Hudson
et al 1990, Hudson & Vodermayer 1992). Los cambios en la conducta de marcaje son
concomitantes a los que ocurren con la apariencia de la vulva. Es decir, se observa que los labios
de la vulva aumentan de tamafio y adquieren una coloracibn mas intensa al mismo tiempo que
incrementa la frecuencia de marcaje, de la misma manera se observa que la vulva disminuye de
tamafio y tiene una apariencia pdlida al mismo tiempo que la frecuencia de marcaje disminuye.
Cuando los dias son largos (16 h luz por 8 h de oscuridad) se presenta el estro e incrementa la
frecuencia de marcaje; cuando los dias son cortos el estro se suprime y se reduce el marcaje
(Hudson & Vodermayer 1992). También se ha determinado que las hembras son capaces de
discriminar las marcas del mentén de coespecificos hembras y machos segun el estado hormonal
de éstos. Las hembras frotan el mentdn méas sobre objetos que han sido previamente marcados
por machos que por hembras, también marcan mas los objetos marcados por coespecificos
mantenidos en dias largos que en dias cortos, ya que en su habitat nativo en Europa la duracion
de los dias es mayor en la estacion reproductiva. Ademas, marcan los objetos impregnados con la
secrecion de las glandulas del mentdon mas que con orina (Hudson & Distel 1990, Hudson &
Vodermayer 1992).

Efecto de los esteroides gonadales sobre la histologia de las glandulas submandibulares en ambos
sexos. Dichas hormonas tienen efecto sobre la histologia de las glandulas submandibulares en
ambos sexos (Cerbdn et al 1996). Como se ha mencionado en un péarrafo anterior, las glandulas
submandibulares estan compuestas por un l6bulo central y dos laterales, cada l6bulo esta formado
por tibulos en los que se han identificado tres tipos de células: 1) tipo A que son células no
vacuoladas, 2) tipo B que son vacuoladas y secretoras, y 3) oscuras. Las glandulas
submandibulares de los machos estan compuestas por dos tipos de tubulos, vacuolados y no
vacuolados, las mismas glandulas en las hembras estan formadas s6lo por tabulos no vacuolados
(Lyne et al 1964). Las células oscuras estan presentes en ambos sexos y son mas numerosas en
los machos que en las hembras (Mykytowycz 1965). El diametro de los tibulos es menor en las
hembras que en los machos dominantes, ademas, la castracion en los machos reduce el diametro
de los tabulos y el grosor del epitelio secretor (Mykytowycz 1965, Wales & Ebling 1971), dicho
efecto es revertido por la administracion de testosterona (Wales & Ebling 1971).

En las hembras, la ovariectomia produce un aumento en el diametro de los tdbulos y en el
grosor del epitelio secretor (Mykytowycz 1965). La estructura y actividad de las glandulas
submandibulares varia a través del ciclo reproductivo, es decir, durante el estro, gestacion y
lactancia (Cerbon et al 1996).

Se ha estudiado el efecto de la etapa del ciclo reproductivo en las hembras sobre tres

parametros histolégicos que pueden reflejar la actividad secretora de las glandulas
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submandibulares, ndmero y diametro de los acini (un acino es la unidad funcional de las glandulas
exocrinas, donde se produce la secrecion, en plural acini) y presencia de secrecion apocrina. En
las glandulas submandibulares de las hembras ,el didmetro de los acini es menor en comparacion
con los machos. Dichas glandulas de las hembras en estro muestran un nimero significativamente
mas alto de acini, en comparacion con las mismas glandulas de hembras gestantes y lactantes. El
porcentaje de acini con secrecién apocrina aumenta en las glandulas submandibulares de hembras
preparturientas en comparacion con aquellas de las hembras en estro, dicho porcentaje disminuye
en las lactantes. La ovariectomia reduce el ndmero de acini/campo de observacion, reduce el
porcentaje de acini con secrecion apocrina e incrementa su diametro.

En los machos, la castracién reduce el nUmero de acini y disminuye su diametro. Los
resultados muestran que existe dimorfismo sexual en la histologia de las glandulas
submandibulares y que los esteroides gonadales participan en su regulacion fisioldgica (Cerbdn et
al 1996).

Se ha investigado la presencia de receptores a estrogenos y progesterona en las células
de los acini de las glandulas submandibulares en hembras y machos adultos. Los receptores a
estas hormonas se observan en el nucleo de las células acinares. Las hembras en estro,
ovariectomizadas y ovariectomizadas tratadas con benzoato de estradiol muestran variacion en el
nuamero de células con receptores a estradiol. Las hembras en estro tienen el nimero mas alto de
estas células, las ovariectomizadas muestran un ligero incremento y las ovariectomizadas tratadas
con benzoato de estradiol muestran una disminucién significativa en el ndmero de células con
receptores a estradiol. Las células con receptores a progesterona son mas abundantes en las
hembras en estro en comparacién con las ovariectomizadas. La administracién de benzoato de
estradiol a las hembras ovariectomizadas aumenta el nidmero de células con receptores a
progesterona (Camacho-Arroyo et al 1999). Estos resultados sugieren que el estado hormonal de
las hembras regula la actividad secretora de las glandulas del mentén.

Los machos intactos muestran un nimero significativamente menor de células con
receptores a estradiol y de células con receptores a progesterona en comparacion con las hembras
en estro. Estos hallazgos sugieren que las glandulas submandibulares son un tejido blanco para el
estradiol y la progesterona, y que el tipo de regulacion hormonal de estas glandulas es diferente al
de las hembras (Camacho-Arroyo et al 1999). Cabe mencionar que falta realizar estudios sobre

receptores a testosterona en las células de estas glandulas en ambos sexos.

2.3. Testosterona en los machos del conejo

En los machos de mamiferos la testosterona esti asociada con diversas funciones tales como la
espermatogénesis, expresion de caracteristicas sexuales secundarias, actividad de glandulas
odoriferas, asi como con algunas conductas como el marcaje territorial, conducta agresiva y

sexual. En los machos del conejo doméstico, diversos estudios han reportado niveles basales de



testosterona (prom. + e.e.) 45+7.7 mpg/100 ml (Saginor & Horton 1968), 1.16+0.26 ng/ml
(Schanbacher & Ewing 1975), 2.92+1.35 ng/ml (Farabollini 1987), 4.97+0.99 ng/g (Castro et al
2002), 5.29+1.06 ng/ml (Briganti et al 2003). También se han reportado los siguientes rangos, 0.9 —
11.9 nmol/litro (Reece-Engel 1988), 0.3 — 10.0 ng/ml (Silvan et al 1990), 0.51 — 9.16 ng/g (Castro et
al 2002), 0.26 — 5.16 ng/ml (Arteaga et al 2008; Capitulo 2).

La concentracidon de testosterona es variable entre los individuos (Younglai et al 1976,
Castro et al 2002) y también puede variar de acuerdo a diversos factores, por ejemplo, la
concentracién disminuye con la castracion (Saginor & Horton 1968, Castro et al 2002). Los
estimulos sociales durante las interacciones agonistas entre machos, pueden producir cambios en
la concentracion de testosterona. En los conejos domésticos liberados en encierros al aire libre, se
ha reportado que antes de la interaccion con otros machos, la testosterona se correlaciona
positivamente con la actividad motora, después de la interaccidon con otros machos la testosterona
se correlaciona positivamente con la conducta sexual y rascado (Farabollini 1987, Girolami et al
1997).

Se ha reportado que la concentracion sanguinea de testosterona aumenta después de la
formacién de jerarquias sociales en machos dominantes y disminuye en los de rangos bajos
(Farabollini 1987, Girolami et al 1997, Briganti et al 2003). Briganti y sus colaboradores (2003)
permitieron la interaccion de un grupo de machos en un encierro, los separé después en cajas
individuales y les administré propionato de testosterona (PT). Después del tratamiento con PT se
observé un aumento significativo en el marcaje, rascado y conducta defensiva en todos los
animales independientemente del rango social. Cuando los colocdé nuevamente juntos dentro del
encierro, observd que en los machos de alto rango aumenté la frecuencia de conductas agonistas
(persecucion, ataque, mordida) e interactiva (aproximarse, olfatear, acicalar a un coespecifico),
ademas se enfatizaron las diferencias de rango. También, las conductas defensiva y territorial
incrementaron en los machos tratados con PT, finalmente el rango social no cambidé con la
administracion de éste.

Reece (1985 citado en Bell 1986) report6 en conejos europeos silvestres, que la
concentracion de testosterona es mas alta en los machos dominantes al inicio de la temporada de
reproduccion, y que en los individuos de segundo rango la concentracion aumenta al final de la
temporada.

En presencia de una hembra receptiva el nivel de testosterona aumenta y mas ain cuando
el macho copula con ésta (Saginor & Horton 1968, Bell 1986, Farabollini 1987). Después de dicha
interaccion con la hembra receptiva los niveles de testosterona aumentan significativamente en los
machos dominantes en comparacion con los subordinados (Reece 1985 citado en Bell 1986).

Otro factor que contribuye a la variacion de la concentracion de testosterona en los machos
es el ciclo luz/oscuridad a que estén sometidos en el laboratorio; por ejemplo, mantenidos con un
ciclo de 12 horas de luz y 12 horas de oscuridad la concentracion aumenta a lo largo del dia
(Silvan et al 1990).
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Castro y sus colaboradores (2002), mostraron que los niveles sanguineos de testosterona
se correlacionan positivamente con el nimero de células de Leydig, y sugieren que el aumento de
testosterona en sangre puede deberse al incremento de estas células secretoras.

Con base en estos antecedentes surgen las siguientes preguntas ¢Existen diferencias
individuales en la frecuencia de marcaje por frotamiento del mentén en los machos? ¢ Son estables
estas diferencias? ¢Es el marcaje por frotamiento del mentén un indicador intrinseco de
dominancia en los machos? ¢Esta asociado con los niveles sanguineos de testosterona? ¢Son
atraidas las hembras a las marcas del menton de los machos dominantes? ¢Qué método puede

utilizarse para evaluar las preferencias de las hembras?

3. Hipotesis

1. La frecuencia de marcaje por frotamiento del mentén es un indicador de dominancia en los

machos del conejo doméstico.

2. Las hembras utilizan el olor de las marcas del mentén para evaluar la “calidad” de los machos

para elegir parejas potenciales.
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I SCENT MARKING, DOMINANCE AND SERUM TESTOSTERONE LEVELS IN MALE
DOMESTIC RABBITS

El trabajo que a continuacién se presenta se publicé a partir de los datos conductuales de marcaje
por frotamiento del mentén y confrontaciones entre pares de machos, asi como de datos
fisioldgicos (concentracidn de testosterona en plasma sanguineo) que se obtuvieron de machos del
conejo domeéstico de la raza chinchilla.

Los resultados mostraron que entre los animales existen diferencias individuales
significativas en la frecuencia de marcaje por frotamiento del mentén. Estas diferencias fueron
estables durante el tiempo que dur6 el estudio. Ademas, la frecuencia de marcaje por frotamiento
del mentdn se correlaciond con indicadores conductuales vy fisiolégicos de dominancia (montas en

confrontaciones entre machos y concentraciones sanguineas de testosterona).
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Il RESPUESTA DE LAS HEMBRAS DE CONEJO A LAS MARCAS DEL MENTON DE LOS
MACHOS

El trabajo que a continuacidn se presenta, se realizé a partir de datos conductuales de marcaje por
frotamiento del menton de las hembras en respuesta a marcas del mentdn de machos particulares,
utilizando conejos domésticos de la raza chinchilla. La intencion inicial del presente trabajo era su
publicacién en una revista indexada, misma que no fue posible por la obtencién de resultados
negativos y dificultades metodoldgicas en la interpretacion de éstos. La publicacion del presente
trabajo requiere de un ajuste metodolégico y realizacion de las pruebas correspondientes, mismas

gue por la inversién de tiempo que requieren se realizaran posteriormente.

Resumen

La seleccién sexual se define como la competencia entre individuos del mismo sexo y especie por
individuos del sexo opuesto y la eleccién diferencial de individuos de un sexo por aquellos del sexo
opuesto. Usualmente los machos compiten entre ellos por las hembras y éstas seleccionan a unos
machos mas que a otros, ya que generalmente son ellas las que realizan mayor inversién parental
gue los machos. Las hembras de mamiferos responden a las sefales odoriferas de los machos y
pueden utilizarlas para elegir una pareja. Los olores de los machos pueden informar a las hembras
sobre su “calidad” y pueden funcionar para atraer hembras al mismo tiempo que para intimidar a
machos rivales. El presente experimento investigé una de las posibles funciones del marcaje por
frotamiento del mentdn en los machos del conejo, que es la atraccién de una pareja. Se pretendia
conocer si las hembras marcaban mas un objeto previamente marcado por un macho dominante
en comparacion con uno marcado por un subordinado. Ademas, si visitaban mas el sitio ocupado
con un objeto previamente marcado por un macho dominante en comparacion con un objeto
marcado por un subordinado. Los resultados mostraron que las hembras no marcaron mas los
objetos previamente marcados por machos en comparacion con objetos limpios control y no
marcaron mas con el mentdn los objetos previamente marcados por los machos dominantes, ni
visitaron mas los sitios de dichos machos. Se discutieron las posibles causas de por qué las
hembras no respondieron como se esperaba: poca cantidad de marcas del mentén colectada de
los machos, hora de coleccion de las marcas del mentdn de los machos, accién microbiana sobre
la secrecion del mentén que pudo influir la produccion de sefiales odoriferas y mensaje de las

marcas del mentdn de los machos que pudo estar dirigido a otros machos y no a hembras.

17



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



1. Introduccion

La seleccion sexual se ha definido como 1) la competencia entre individuos del mismo sexo y
especie por individuos del sexo opuesto y 2) eleccion diferencial de individuos de un sexo por
aquellos del sexo opuesto (Darwin 1871 citado en Trivers 1972). Usualmente los machos compiten
entre ellos por las hembras y éstas seleccionan a unos machos mas que a otros. Este fenbmeno
puede explicarse por la inversion energética que cada sexo realiza en sus gametos. Los machos
invierten menor cantidad de energia en la produccidon de sus gametos, que son bastante mas
pequefios en comparacion con los de las hembras, éstas realizan una inversién energética mayor
en sus células sexuales. Se ha argumentado que el éxito reproductivo de los machos esta limitado
por el nimero de hembras (gametos femeninos) que pueden fertilizar y varia en funcion del
namero de copulas. En contraste, el éxito reproductivo de las hembras esta limitado, por lo menos
en parte, por el nUmero de gametos que pueden producir (Bateman 1948 citado en Trivers 1972).

Ademas, usualmente las hembras realizan mayor inversién parental que los machos
(Trivers 1972). Entonces, la inversion parental incluye el gasto metabdlico realizado en la
produccion de células sexuales, y alimentacion y cuidado de las crias. En los mamiferos, las
hembras son generalmente las que realizan una alta inversién parental (gestacion, parto, lactacion
y cuidado de las crias). En este sentido las hembras son selectivas con los machos con los que se
reproduciran. Ademas, pueden obtener beneficios directos o indirectos al “seleccionar” un macho
particular, para ello pueden utilizar diversas sefiales de los machos, como las odoriferas. Por
ejemplo, las hembras pueden obtener beneficios directos al evitar enfermedades contagiosas
utilizando sefiales odoriferas para elegir como pareja a machos saludables.

Otra teoria es la del “indicador”, que también ofrece beneficios indirectos a las hembras. Si
los machos expresan o despliegan una caracteristica, por ejemplo, un olor intenso en proporcion a
su salud y viabilidad, y si la viabilidad es hereditaria, entonces las hembras que seleccionen a los
machos con estos olores se beneficiaran con los genes para esta caracteristica los cuales
heredaran sus hijos (Anderson 1994). Esta idea es la base de diversos modelos tales como el
“handicap” y buenos genes (Zahavi 1975). La teoria del handicap de sefializacion honesta
argumenta que los caracteres sexuales elaborados proveen indicadores honestos de la condicién y
calidad de un individuo debido a que aquellos con alta calidad pueden pagar los costos de tener
dichos caracteres (Zahavi 1975).

Las caracteristicas sexuales secundarias elaboradas utilizadas por los machos para atraer
hembras incluyen su carga parasitaria y resistencia a las enfermedades (Hamilton & Zuk 1982). En
forma similar, la teoria del handicap por inmunocompetencia argumenta que los caracteres
sexuales secundarios reflejan honestamente resistencia a enfermedades infecciosas debido a que
solo los machos resistentes a enfermedades pueden tener alta concentracion de testosterona
requerida para desarrollar dichos caracteres, ya que esta hormona tiene efectos inmunosupresores
(Folstad & Karter 1992, Wedekind & Folstad 1994). En los machos disminuye la concentracion de

testosterona durante la infeccién (Hillgarth & Wingfield 1997), posiblemente para reducir los efectos
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inmunosupresores de dicha hormona (Folstad & Karter 1992), o bien, para dirigir energia y
recursos a la inmunidad (Wedekind & Folstad 1994). Algunos estudios realizados principalmente
con roedores, sugieren que las marcas odoriferas de los machos pueden reflejar su estado de
salud o infeccion a las hembras. Estas son menos atraidas a los olores de machos infectados
(Kavaliers & Colwell 1995 a, b, Penn & Potts 1998a, Penn et al 1998, Klein et al 1999, Willis &
Poulin 2000, Moshkin et al 2002). Los machos estimulados con olores de hembra, responden con
un incremento en su frecuencia de marcaje odorifero y estas marcas son mas atractivas a las
hembras. La inyeccion de una cepa de la bacteria Salmonella a los mismos machos redujo el
marcaje odorifero de éstos y sus marcas fueron menos atractivas para las hembras (Zala et al
2004).

Recapitulando, los machos compiten entre éstos por las hembras y poseen caracteristicas
(como algunos olores) que las hembras pueden utilizar para elegir una pareja, por su parte, las
hembras eligen machos particulares y tal eleccién les confiere beneficios. Cabe mencionar que, en
primer lugar, las hembras responden a los olores provenientes de machos. En segundo lugar,
muestran “preferencia” por los olores de algunos machos sobre otros, por ejemplo, los dominantes,
con nivel de testosterona alto. A continuacion, se presentan algunas evidencias que sugieren que
en mamiferos las hembras responden a los olores de los machos, y utilizan dichos olores en la
eleccion de pareja.

Las hembras pueden responder a los olores de los machos incrementando su frecuencia
de marcaje odorifero, inspeccionando mas tiempo dichos olores o pasando mas tiempo cerca de
éstos. Por ejemplo, en los hamsteres, cuando las hembras estan sexualmente receptivas, realizan
marcaje vaginal con una frecuencia mayor en presencia de machos o sus olores en comparacion
con olores de hembras o en presencia de éstas (Johnston 1977). En esta misma especie, las
hembras pasan mas tiempo investigando la secrecién de las glandulas de los flancos (flank glands)
en comparacion con la orina o heces de los machos (Tang-Martinez et al 1993). También, las
hembras adultas del ratén, pasan mas tiempo cerca de los olores de macho en comparacion con
los olores de hembra (Drickamer 1989).

Las marcas odoriferas de los machos dominantes y competitivos son atractivas para las
hembras (Jones & Nowell 1974, White et al 1986, Hurst 1990, Drickamer 1992, Evsikov et al 1994,
Rich & Hurst 1998). En los ratones domésticos, los machos dominantes realizan marcaje odorifero
mediante varias deposiciones de pequefias cantidades de orina sobre su territorio (Desjardins et al
1973). Este marcaje puede funcionar para atraer hembras ya que los machos marcan mas en
presencia de éstas (Maruniak et al 1974, Bronson 1979). Ademas, los machos producen varias
sefiales odoriferas dependientes de andrégenos como las proteinas MUP (por sus siglas en inglés
“major urinary proteins”) y feromonas que son atractivas a las hembras (Bronson 1976, Novotny et
al 1984, Kimura & Hagiwara 1985, Hurst et al 1998, Mucignat-Caretta et al 1998). También se ha
sugerido que el marcaje odorifero es un despliegue honesto que advierte la calidad del macho ya

gue es fisioldgicamente costoso (Gosling et al 2000) y atrae depredadores (Viitala et al 1995).
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El marcaje odorifero territorial puede hacer a los machos vulnerables a depredacion, ya
que se ha observado que los machos del ratdn inhiben su conducta de marcaje en respuesta al
olor de un depredador, por ejemplo, un gato (Arakawa et al 2008). Otro mamifero que marca su
territorio y contramarca en respuesta a las marcas odoriferas de coespecificos intrusos es el
castor. El contramarcaje se reduce en respuesta a los olores de un depredador. Estas
observaciones sugieren que el riesgo de depredacién potencial puede ser una presion de seleccién
sobre la conducta de sefializacién odorifera (Rosell & Sanda 2006).

Los machos con niveles altos de testosterona pueden ser atractivos a las hembras. Las
ratas realizan mas marcas con orina en respuesta a los olores de machos intactos en comparacion
con los castrados. Ademas, los machos castrados inyectados con testosterona son atractivos a las
hembras y marcan mas sobre los olores de los machos que tienen las concentraciones de
testosterona mas altas (Taylor et al 1982, Ferkin et al 1994).

En esta seccidén se han mencionado algunos estudios que muestran algunas evidencias de
eleccion femenina de pareja en mamiferos. En el conejo europeo, un lagomorfo, Bell (1983)
considera los posibles procesos mediante los cuales las hembras pueden valorar la calidad de las
parejas potenciales. Como ocurre en otras hembras de mamifero, en términos energéticos las
conejas invierten mas recursos que los machos en cada evento reproductivo, por ejemplo, después
de un apareamiento exitoso de una coneja, ésta queda gestante por un periodo de 30 dias. Sin
embargo, si los 6vulos no son fertilizados, el cuerpo liteo continla secretando progesterona
ocasionando que la hembra permanezca en un estado de pseudogestacién por un periodo de 16 6
17 dias, durante el cual ella no puede concebir, en términos de inversion parental los costos de un
apareamiento infértil son mas altos para la hembra que para el macho.

Bell (1983) propone que dado lo anterior, se esperaria que las hembras sean mas
selectivas al momento de aceptar a un macho, y que dicha eleccion de pareja se realice con base
en caracteristicas de calidad tales como rango social y condicién sexual de los machos, “calidad de
genes” que pueda heredar el macho a las crias. El rechazo de un macho y la “solicitacién activa”
de otro por una hembra receptiva puede considerarse como eleccién femenina de pareja en el
conejo. La liberacion de atrayentes para los machos por parte de las hembras receptivas pueden
funcionar para intensificar la competencia entre machos, de tal manera que la hembra cuente con
mas opciones para elegir a una pareja. La liberacion de sefales odoriferas en la orina o las
secreciones de las glandulas del mentdn por los machos son un componente del cortejo (Bell 1977
citado en Bell 1983). Dichos olores pueden informar a las hembras sobre la “calidad” de un macho
que puede ser una pareja potencial, al mismo tiempo estos olores pueden funcionar para intimidar
a machos rivales. Sin embargo, no se ha estudiado si las secreciones de las glandulas del menton
de los machos son utilizadas por las hembras para elegir un macho sobre otro.

Se ha reportado que cuando se presenta a las hembras del conejo dos objetos marcados
con el mentén, cada uno marcado por un macho diferente, dichas hembras marcan mas el objeto
de un macho en particular (Hudson & Vodermayer 1992). También, se ha observado que cuando

se presenta a una hembra dos machos simultaneamente, ésta parece preferir a uno de estos
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machos, la hembra marca mas con el mentén el sitio donde se encuentra el macho (Soares &
Diamond 1982).

El experimento aqui planteado pretende explicar una de las posibles funciones del marcaje
por frotamiento del mentén en los machos de conejo, que es la atraccidon de una pareja. Se disefié
para responder a las siguientes preguntas. Considerando que las hembras incrementan su
frecuencia de marcaje del menton en respuesta a marcas del menton de coespecificos de ambos
sexos y mas aun de los machos (Hudson & Vodermayer 1992, Martinez-Gémez et al 1997),
entonces, ¢ marcan las hembras con mayor frecuencia un objeto que ha sido previamente marcado
por un macho dominante en comparacion con un objeto marcado por un macho subordinado?
¢ Visitan las hembras con mayor frecuencia y duracién un sitio ocupado por un objeto previamente
marcado por un macho dominante en comparacion con un objeto marcado por un macho

subordinado?

2. Métodos

Los datos fueron colectados entre el 14 de junio de 2006 y 1 de marzo de 2007, todos los animales
se mantuvieron en el bioterio del Centro Tlaxcala de Biologia de la Conducta de la Universidad
Auténoma de Tlaxcala, Tlaxcala, México.

Los animales se alojaron en el bioterio en jaulas metdlicas individuales que median 90 x 60
x 40 cm, con un ciclo de luz/oscuridad constante de 16:8 h, simulando la estacién reproductiva en
su nativa Europa (Hudson & Distel 1990). La temperatura ambiental se mantuvo a 20+4 °C, con
agua ad libitum y 150 g/ animal/ dia de alimento comercial Conejina de Purina®. La ventilacion del

bioterio se realiz6 mediante ventiladores de extraccion.

2.1. Animales

Se utilizaron 17 conejas domésticas adultas de la raza chinchilla, con experiencia sexual. Debido a
la disponibilidad de los animales en el bioterio, las hembras se organizaron en tres cohortes. Los
machos que se utilizaron como donadores de marcas del mentén fueron los mismos utilizados en
el estudio del Capitulo 1.

Las tres cohortes de hembras estaban constituidas de la siguiente manera, dos
constituidas por seis hembras cada una y una por cinco hembras, seleccionadas dentro de un
mismo periodo temporal. Cada cohorte de hembras se asign6é a cada cohorte de machos (ver
Capitulo Il seccion 2.1. Animales). Los machos de una cohorte marcaron los blogues (ver adelante)

que se les presento a la cohorte de hembras asignada.
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Tabla 1. Caracteristicas de las hembras por cohorte

Edad (meses, Peso (Kg, Apareamientos Partos
Cohorte | promedio + DE) promedio + DE) previos previos
(rangos) (rangos)
1 (n=6) 10+ 1.09 4,74 +0.50 1-3 0-3
2 (n=6) 22 +1.54 3.98 + 0.46 1-5 1-3
3 (n=5) 18.4 + 3.97 4.64 +0.21 1-7 0-4

A pesar de la diferencia de edades de las hembras por cohorte, todas realizaron marcaje del
mentén y se desplazaron por la arena de observacion (ver seccion 3. Resultados en este mismo

Capitulo).

2.2. Procedimiento experimental

El tiempo que transcurrié entre el final de las pruebas de marcaje y confrontacién entre pares de
machos donadores (ver Capitulo Il) y el inicio de estas pruebas con las hembras fue de 42 dias
para la cohorte 1, 48 para la cohorte 2 y 27 para la cohorte 3. El procedimiento experimental se

muestra en la Fig. 1.

Tratamiento H GPl1 GP2 M1 M2
Duracion (dias) 5 1 1 1 1

Fig. 1. Secuencia temporal de pruebas. H) Habituacién de las hembras a la arena de observacion (10 min);
GP1) pruebas de marcaje inducido, Primer ganador versus Primer perdedor (10 min); GP2) pruebas de
marcaje inducido, Segundo ganador versus Segundo perdedor (10 min); M1) pruebas de marcaje inducido,
Mas marcador versus Menos marcador (10 min); M2) pruebas de marcaje inducido, Segundo mas marcador
versus Segundo menos marcador (10 min). Ver mas adelante para una explicacion adicional y la Fig. 2.

Habituacion de las hembras a la arena de observacién. Se utilizé una arena metalica circular de 1
m de diametro (ver Capitulo 1) y sin bloques de ladrillos, dentro de ésta se colocé a cada hembra
durante 10 min por cinco dias, ademas, la arena se coloco en el cuarto de registro de conducta
donde se realizaron las pruebas.

Pruebas conductuales de marcaje por frotamiento del mentén. Las pruebas se realizaron entre las
11:05 y 11:20 h. Cada hembra se colocé en el centro de la arena que contenia un bloque limpio
identificado con el nimero 1 y dos bloques identificados con los nimeros 2 y 3, cada uno

previamente marcado por dos machos diferentes. La prueba se grabd con una camara de video
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digital Sony HANDYCAM DCR — HC32 colocada 2 m sobre la arena. Los videos se transfirieron a
una PC utilizando el programa Movie Maker 2.1 (Microsoft). Se analizaron posteriormente los
videos y se contabilizo el nimero de marcas que las hembras hicieron en cada uno de los bloques
durante 10 min.

El bloque utilizado para colectar las marcas del mentén del macho donador, se coloco justo
antes de la prueba (11:00 h) dentro de una arena de observacion limpia. Dicha arena se colocé en
el bioterio donde se alojaba el donador. El macho era retirado de su jaula e introducido dentro de la
arena para que realizara seis marcas del mentdn sobre el bloque, ello para conocer las diferencias
cualitativas entre los machos, cuidando que dicho bloque sdlo tuviera marcas del mentén, sin orina
0 heces. Siempre se utiliz6 un bloque limpio para cada donador. El tiempo que tardaron los
donadores en colocar seis marcas sobre el bloque fue variable dependiendo de cada individuo,
entre 3 y 20 min aproximadamente. El tiempo transcurrido entre la coleccion de las marcas del
menton de los machos donadores y la realizacion de la prueba conductual fue de 5-20 min
aproximadamente.

Los bloques previamente marcados con el mentén de los machos se presentaron a las

hembras. Los bloques presentados a éstas en la prueba GP1 (Fig. 1) correspondian a los machos
Ganador y Perdedor en las pruebas de confrontacion entre machos (ver mas adelante; Fig. 2). Los
bloques presentados en la prueba GP2 (Fig. 1) correspondian al macho Segundo ganador y al
Segundo perdedor (ver mas adelante; Fig. 2). En este mismo sentido se presentaron a las hembras
los bloques para la prueba M1 (Fig. 1), que correspondian a los machos Mas marcador y Menos
marcador en las pruebas de marcaje por frotamiento del mentdn de los machos (ver mas adelante;
Fig. 2). Asi mismo, los bloques de la prueba M2 (Fig. 1) correspondian al macho Segundo mas
marcador y al Segundo menos marcador (ver mas adelante; Fig. 2).
Criterio para elegir a los machos donadores ganadores y marcadores. Los machos dentro de una
cohorte se organizaron en una jerarquia segin el nimero de confrontaciones ganadas. Se
consideré al ganador como aquel macho que monté mas a su contrincante en las pruebas de
confrontacion (ver Capitulo 11). El Ganador fue el macho que ocupd el primer lugar en la jerarquia,
al que ocupb el ultimo lugar se le consider6 como Perdedor. Al macho que ocup6 el segundo lugar
se le consider6 como Segundo ganador y finalmente se consider6 como Segundo perdedor al
macho que ocupo el pendltimo lugar en la jerarquia (Fig. 2 A).

Asi mismo, los machos se organizaron en una jerarquia segun el nUmero de marcas, del
que realizé mas marcas al que realiz6 menos en las pruebas de marcaje (ver Capitulo Il). Se
consideré6 como Mas marcador al macho que ocupé el primer lugar en la jerarquia y al Menos
marcador a aquel macho que ocupé el dltimo lugar. Se consideré Segundo més marcador al
macho que ocup6 el segundo lugar en la jerarquia, asi como Segundo menos marcador al que

ocupo el pendltimo lugar (Fig. 2 B).
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Jerarquia
de machos:
1 Ganador Mas marcador
2 Segundo ganador Segundo mas marcador
3
4
5
6 Segundo perdedor Segundo menos marcador
7 Perdedor Menos marcador

Fig. 2. Jerarquia de machos donadores de marcas del mentén. A) Ganadores y Perdedores en las pruebas de
confrontaciéon entre pares de machos. B) Mas marcadores y Menos marcadores en las pruebas de marcaje
por frotamiento del mentén de machos donadores (ver el texto).

Ademas, cada video de las pruebas de marcaje de las hembras se observé en la pantalla
de una computadora, sobre ésta, se coloc6 un acetato que tenia dibujadas tres divisiones
consideradas como “secciones”. La seccion 1 era la que estaba ocupada por el bloque identificado
con el nimero 1 (limpio control), la seccién 2 por el bloque 2 y la 3 por el bloque 3 (Fig. 3). Se
registré el tiempo que las hembras pasaron dentro de cada seccién. En cada prueba, los bloques, y
por lo tanto las secciones, se rotaron para evitar la misma posicion. Se consideré que la hembra se
encontraba dentro de una seccién cuando al menos la parte anterior de su cuerpo (cabeza,
extremidades anteriores y torax) estaba dentro de dicha seccidn, aunque la parte posterior ocupara
la seccién adyacente. Sin embargo, hubo casos en los que el cuerpo entero de la hembra estaba

completamente dentro de una seccién determinada.

2.3. Andlisis de datos

Las medidas conductuales de marcaje por frotamiento del mentén de las hembras se obtuvieron
como frecuencias, las medidas de visita a cada una de las secciones en la arena de observacion
por parte de las hembras se obtuvieron como frecuencias y duracion en segundos. Con el objetivo
de normalizar los datos, se obtuvo el porcentaje de la frecuencia de marcaje del mentén que
realizaron las hembras en pruebas de 10 min, ya que hubo diferencias individuales en el marcaje
del mentdn de las hembras. También se obtuvo el porcentaje de frecuencia y duracion de visitas de
las hembras a cada una de las secciones de la arena de observacion, ello debido a que hubo
hembras mas activas que otras. Debido a que los valores fueron en su mayoria frecuencias, se
reportan como medianas y rangos intercuartiles, por ello se analizaron con pruebas estadisticas no
paramétricas. Para realizar las comparaciones de las respuestas de las hembras a los diferentes

blogues limpios y previamente marcados por machos diferentes se utilizé la prueba de Friedman
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para medidas repetidas. Las pruebas fueron de dos colas, se consideré una p<0.05 como nivel de
significacion. Los andlisis se realizaron con el programa GraphPad Instat (GraphPad Software Inc.).

Finalmente, cabe sefialar que en la condicidon Segundo ganador versus Segundo perdedor,
solo se obtuvieron datos conductuales de 13 hembras, ya que cuatro pruebas conductuales no se
realizaron debido a que uno de los machos donadores no marcé el bloque. En la condicion Mas
marcador versus Menos marcador, el analisis se realiz6 con los datos conductuales de 16
hembras, debido a que una de las pruebas conductuales no se grabé por un error en el manejo de
la videocamara. Sin embargo, en esta Ultima condicion si se consideraron los datos conductuales
de marcaje del mentén, ya que a pesar de que no se grabd el video, la frecuencia de marcaje se

registré en el momento de realizar la prueba.

Video observado
en la pantalla de la
computadora

Lineas que
dividen las
secciones

Acetato

Fig. 3. Colocacién del acetato sobre la pantalla de una computadora donde se observan los videos de la
conducta de las hembras en la arena de observacion. En el acetato estan dibujadas las lineas que separan
cada una de las tres secciones, una ocupada por un bloque limpio, una por un bloque previamente marcado
con el mentén de un macho Ganador o Segundo ganador, o Mas marcador o Segundo mas marcador, y otra
ocupada por un bloque previamente marcado con el mentén de un macho Perdedor o Segundo perdedor, o
Menos marcador o Segundo menos marcador o (ver Fig. 2).

3. Resultados

Conducta general de las hembras dentro de la arena de observacion durante las pruebas de
marcaje. Durante aproximadamente los primeros cinco minutos de haber colocado a la hembra en
el centro de la arena de observacion, ésta investigaba y olfateaba los tres bloques, también

realizaba marcas del mentén tanto en los bloques como en la arena, permanecié un tiempo en

25



alguna de las secciones. Algunas hembras eran mas activas que otras, las mas activas se
desplazaban por la arena durante los 10 min de prueba, marcando los bloques y levantandose en
ocasiones sobre sus extremidades posteriores. Las hembras menos activas inspeccionaban los
bloques, realizaban con menor frecuencia marcas del mentdn y el mayor porcentaje de tiempo de
prueba permanecian reposando sobre el piso de la arena. Hubo hembras que no realizaron
marcaje del mentdn en alguna de las pruebas y permanecieron inactivas, reposando sobre el piso
de la arena. Algunas hembras defecaron heces duras u orinaron una o varias veces en el centro de
la arena, en el limite entre dos secciones o dentro de alguna de las secciones. Se observé también
a algunas hembras acicalarse. Sin embargo, no se consideré el nimero de veces que las hembras
defecaron u orinaron debido a que estos eventos ocurrieron con baja frecuencia y sélo se
observaron en el 53% de las hembras.

Marcaje por frotamiento del mentén de las hembras sobre bloques previamente marcados por el
menton de machos diferentes. Se comparo el porcentaje de frecuencia de marcaje de las hembras
hacia un bloque limpio contra bloques previamente marcados por los diferentes machos y no se
encontraron diferencias significativas (Friedman Frz;; = 2.0 NS). Comparando el porcentaje de
frecuencia de marcaje de las hembras hacia blogues limpios y previamente marcados por machos
Ganadores en comparacion con Perdedores, no hubo diferencias significativas (Fig. 4 panel A,
Friedman Fr;;; = 0.4 NS), el mismo resultado se encontr6 cuando se comparé el porcentaje de
frecuencia de marcaje de las hembras hacia bloques limpios y previamente marcados por los
machos Segundos ganadores en comparacién con los Segundos perdedores (Fig. 4 panel B,
Friedman Frz ;3 = 0.11 NS).

Cuando se comparoé el porcentaje de frecuencia de marcaje de las hembras hacia bloques
limpios y previamente marcados por machos Mas marcadores en comparacion con los Menos
marcadores, no se encontraron diferencias significativas (Fig. 4 panel C, Friedman Fr3 17, = 4.5 NS).
De la misma manera, no hubo diferencias significativas al comparar el porcentaje de frecuencia de
marcaje de las hembras hacia bloques limpios y previamente marcados por los machos Segundos
mas marcadores versus los Segundos menos marcadores (Fig. 4 panel D, Friedman Fr3;; = 1.1
NS).

Visita de las hembras a cada una de las secciones ocupadas por un bloque limpio y por
bloques previamente marcados con el mentén de machos diferentes. Se comparo el porcentaje de
tiempo que las hembras permanecieron en cada una de las tres secciones de la arena de
observacion, una ocupada por un bloque limpio, una por un bloque previamente marcado con el
menton de un macho Ganador y otra ocupada por un bloque previamente marcado con el mentén
de un macho Perdedor. De la misma manera se comparo el porcentaje de tiempo que las hembras
permanecieron en la seccidn con un bloque limpio, con marcas del menton del Segundo ganador y
con marcas del Segundo perdedor. No se encontraron diferencias significativas en ninguno de
ambos casos (Fig. 5 paneles superiores A y B, Friedman Frzi; = 1.52 NS y Frz;3 = 0.61 NS
respectivamente). También se compar6 el porcentaje de tiempo de permanencia de las hembras

en las secciones ocupadas por bloques limpios y previamente marcados por machos Mas
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marcadores y Menos marcadores, asi como limpios y Segundos marcadores en comparacion con
los Segundos menos marcadores y no hubo diferencias significativas en ninguno de los casos (Fig.
5 paneles superiores C y D, Friedman Fr3 15 = 1.62 NS y Fr3 ;7 = 2.47 NS respectivamente).
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Fig. 4. No hubo diferencias significativas en la frecuencia de marcaje del mentén que realizaron las hembras
sobre el bloque limpio y los previamente marcados con el mentén por machos diferentes: A) Ganador versus
Perdedor, B) Segundo ganador versus Segundo perdedor, C) Mas marcador versus Menos marcador y D)
Segundo mas marcador versus Segundo menos marcador. La linea horizontal dentro de cada caja representa
la mediana del numero de marcas realizadas en cuatro dias de prueba de cada hembra, los extremos
horizontales de las cajas representan el rango intercuartil y los bigotes el rango absoluto.

Los mismos resultados se encontraron cuando se comparo el porcentaje de la frecuencia
de visitas de las hembras en cada una de las secciones ocupadas por los bloques limpios y
marcados previamente por machos diferentes: Ganadores versus Perdedores, Segundos
ganadores versus Segundos perdedores, Mas marcadores versus Menos marcadores, asi como
los Segundos mas marcadores versus Segundos menos marcadores y no se encontraron
diferencias significativas (Fig. 5 paneles inferiores E, F, G y H, Friedman Frz;; = 2.23 NS, Fr33 =
0.64 NS, Frz 16 = 4.53 NSy Frz ;7 = 0.90 NS respectivamente).
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Fig. 5. Panel superior: No hubo diferencias significativas en el porcentaje de tiempo que pasaron las hembras
en cada una de las secciones ocupadas por bloques limpios y previamente marcados por machos diferentes:
A) Ganador versus Perdedor, B) Segundo ganador versus Segundo perdedor, C) Mas marcador versus
Menos marcador y D) Segundo mas marcador versus Segundo menos marcador. Panel inferior: No hubo
diferencias significativas en la frecuencia de visitas que realizaron las hembras en cada una de las secciones
de la arena de observacion ocupadas por bloques limpios y previamente marcados por machos diferentes: E)
Ganador versus Perdedor, F) Segundo ganador versus Segundo perdedor, G) Mas marcador versus Menos
marcador y H) Segundo mas marcador versus Segundo menos marcador. La linea central dentro de cada caja
representa la mediana del nimero de marcas realizadas en cuatro dias de prueba de cada hembra, los
extremos horizontales de las cajas representan el rango intercuartil y los bigotes el rango absoluto.

4. Discusion

Estudios previos en los que se presenta a las hembras objetos limpios y previamente marcados por
el mentén de machos coespecificos, han mostrado que las hembras realizan marcaje por

frotamiento del mentdn con mayor frecuencia hacia los objetos marcados (Hudson & Vodermayer
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1992, Hudson et al 1994, Martinez-Gomez et al 1997, Arteaga 2002). En contraste con estos
resultados, en este estudio las hembras no marcaron mas los objetos previamente marcados por
machos en comparacion con objetos limpios. Las causas de tales resultados pueden ser diversas,
una de ellas es la diferencia en la metodologia utilizada en los estudios citados en comparacion
con la utilizada en el presente estudio. En los estudios previos el objeto estimulo era colocado
dentro de la jaula del donador durante 24 h antes de realizar la prueba conductual, de tal manera
que posiblemente el objeto contenia otros olores como heces u orina ademas de las secreciones
de las glandulas del menton. En este estudio el objeto estimulo se colocé dentro de una arena de
observacion y a continuacion se introdujo al macho donador, ello minutos antes de la realizacion de
la prueba conductual, de esta forma se verifico que el objeto sélo tuviera marcas del menton del
donador. Por lo anterior posiblemente no sea conveniente comparar este resultado.

Una segunda consideracion es que en los estudios previos posiblemente en 24 h que
permanecieron los objetos dentro de las jaulas de los donadores fue tiempo suficiente para que las
bacterias actuaran sobre las secreciones de las glandulas submandibulares produciendo las
sefiales odoriferas. Es decir, que la accidon microbiana sobre las secreciones de las glandulas del
mentdn pudo también ser importante para la produccion de las sefiales odoriferas, en este estudio
las marcas del mentén obtenidas de los machos donadores eran frescas y posiblemente hubo
pocas posibilidades de que los microorganismos actuaran sobre dichas secreciones para liberar las
sefiales odoriferas (Albone & Shirley 1984; ver adelante). Se desconoce el tiempo que tardan las
sefiales odoriferas en volatilizarse. Ademas, se requiere investigar si las hembras responden en
forma diferente a marcas del mentén de los machos frescas versus afiejas.

En este estudio se esperaba que las hembras marcaran con mayor frecuencia un objeto
gue ha sido previamente marcado por un macho dominante en comparacion con un objeto
marcado por un macho subordinado y que visitaran con mayor frecuencia y duracion un sitio
ocupado por un objeto previamente marcado por un macho dominante en comparacion con un
objeto marcado por un macho subordinado. Sin embargo, los resultados tampoco apoyaron dichas
predicciones.

Las hembras no marcaron mas los objetos previamente marcados con el mentén de
machos dominantes (Ganadores, Segundos ganadores, Mas marcadores y Segundos mas
marcadores) en comparacion con machos subordinados (Perdedores, Segundos perdedores,
Menos marcadores y Segundos menos marcadores). También, las hembras no permanecieron
mas tiempo ni visitaron con mayor frecuencia las secciones de la arena ocupadas por objetos
previamente marcados con el mentén de machos dominantes en comparacion con las ocupadas
por objetos previamente marcados con el menton de machos subordinados.

Causa de ello es que posiblemente las hembras no respondieron con un aumento en la
frecuencia de marcaje hacia los objetos previamente marcados por machos debido a que en este
estudio se controlé el nimero de marcas para conocer si habia diferencias cualitativas entre los
machos, por ello s6lo se colectaron seis marcas del mentén de los donadores machos y

posiblemente sea necesaria una cantidad mayor de secrecion de las glandulas del mentén para
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gue las hembras respondan. Falta realizar estudios que evallen si la cantidad de una determinada
secrecion odorifera de los machos, medida como nimero de marcas, tiene efecto en la respuesta
conductual de las hembras dentro de una misma especie. En condiciones silvestres los animales
dominantes pueden marcar con mayor frecuencia que los subordinados. Ademas, es posible que la
cantidad de una secrecién influya en la cantidad de sefiales odoriferas que contiene o que exista
una correlacion positiva entre cantidad de secrecion y tasa de liberacién de sefiales odoriferas.

Algunos estudios con machos de mamiferos han reportado una considerable variacion
individual tanto en la composiciéon quimica como en la tasa de liberacion de sefiales odoriferas,
cabe mencionar que posiblemente las parejas potenciales respondan a dicha variacion. La
variacion de las sefiales odoriferas de un individuo puede deberse a diferencias cualitativas o
cuantitativas. El estudio de la variaciéon individual en la produccion de sefiales odoriferas esta
limitada por la inhabilidad tecnolégica para identificar cantidades pequefiisimas pero
conductualmente activas de compuestos quimicos producidos por un individuo (Johansson &
Jones 2007).

Otros factores que pudieron haber afectado la respuesta esperada de las hembras (que
marcaran mas los bloques y visitaran mas las secciones de los machos dominantes) es que las
secreciones de las glandulas del menton de los machos pueden ser diferentes en la mafiana en
comparacion con la tarde, en el presente experimento las marcas del menton de los machos se
obtuvieron por la mafiana. Un estudio que compard la frecuencia de marcaje del mentén de los
machos del conejo doméstico realizada en la mafiana versus la tarde, reporté que no existen
diferencias significativas (Arteaga et al 2008, Capitulo Il). Ademas, un estudio realizado por
Hudson & Vodermayer (1992) con conejos de laboratorio en el que se manipulé el ciclo
luz/oscuridad del lugar donde se alojaban machos donadores, simulando dias largos y cortos,
considerando que los dias largos corresponden a la temporada reproductiva de los conejos en su
natal Europa, reporté que las hembras responden con un incremento en la frecuencia de marcaje a
objetos marcados con el mentdn de machos mantenidos en “dias largos” en comparacién con
aquellos mantenidos en “dias cortos”. En el presente estudio los machos donadores se
mantuvieron en condiciones que semejaban dias largos. Sin embargo, es posible considerar que la
composicién de las secreciones de las glandulas del mentén de los machos pueda variar a lo largo
el dia, mencionando que los conejos silvestres son crepusculares y es en este periodo en el que
muestran mayor actividad de marcaje (Mykytowycz 1965).

Diversos olores que pueden ser importantes en los sistemas de comunicacion quimica de
los mamiferos son productos de origen microbiano. Por ejemplo, algunas feromonas de los
mamiferos son producidas por medio de fermentacién bacteriana, tal como ocurre con la secrecion
de &cidos grasos en las glandulas anales de los zorros (Albone & Perry 1976 citado en Wyatt
2008). Diversas areas del cuerpo de un individuo tales como bolsas, sacos, invaginaciones,
superficie de la piel, etc. son adecuadas para la produccion de olores generados por
microorganismos. En general, los microorganismos anaerobios son importantes productores de

olores (Morris 1977 citado en Albone & Shirley 1984), sin embargo algunos aerobios son también
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productores de olores (Collins 1976, Labows et al 1980 citados en Albone & Shirley 1984). Las
regiones del cuerpo donde se ha reportado evidencia de la produccion de olores que pueden ser
semioquimicamente importantes generados por microorganismos son el tracto genital, cavidad
oral, superficie de la piel, axilas y sacos anales. La superficie de la piel esta4 colonizada por una
variedad de organismos que probablemente contribuyan al olor corporal caracteristico de cada
especie (Albone & Shirley 1984).

A pesar de que no se ha determinado completamente la composicién quimica de las
secreciones de las glandulas submandibulares del conejo doméstico (ver Capitulo | seccién 2.1.
Fuentes de olores), es dificil pensar que dichas secreciones no contengan compuestos quimicos
que puedan ser un sustrato adecuado para la actividad microbiana. Goodrich & Mykytowycz (1972)
realizaron homogenizados de glandulas del mentén y reportaron que monoglicéridos, diglicéridos y
triglicéridos son los componentes principales. También, mediante electroforesis en gel agar de las
secreciones puras de las glandulas del mentén, se identificaron en las secreciones de los machos
carbohidratos unidos a proteinas como componentes principales. Los autores mencionan que las
secreciones de estas glandulas pueden adquirir propiedades odoriferas después de la
descomposicidon por bacterias, tal como ocurre con el sudor humano (Shehadeh & Kligman 1963,
citado en Akutsu et al 2006).

Posteriormente, Goodrich (1983) examind los compuestos volatiles de las secreciones de
las glandulas del mentén y encontr6 que los principales eran compuestos aromaticos y solo pocos
alifaticos. Un estudio mas reciente que utilizé cromatografia de gases identific6 34 compuestos
volétiles diferentes, principalmente hidrocarburos aromaticos y alifaticos, también identifico
derivados del benceno que fueron los compuestos mas diversos en las secreciones (Hayes et al
2002). Si las secreciones de las glandulas del mentén son un sustrato para los microorganismos,
se requiere de estudiar si los productos de la posible accion microbiana tienen alguna funcién en
comunicacion quimica.

En la investigacion referente a la comunicacién quimica actualmente se desconoce si la
sefializacion de los machos esta dirigida a las hembras o si éstas utilizan las sefales odoriferas
que los machos dirigen a otros machos competidores (Gosling & Roberts 2001). Posiblemente la
informacidn contenida en las marcas del mentén de los machos del conejo esta dirigido a otros
machos y no a las hembras. Sin embargo, en este estudio se esperaba que las hembras del conejo
respondieran a las marcas del mentén de los machos, ya que las marcas odoriferas pueden indicar
a otros machos competidores la habilidad competitiva, como ocurre con los ratones (Gosling et al
1996, Rich & Hurst 1998). También, los resultados de estudios previos en conejas citados al inicio
de esta discusion, sugieren que las hembras responden diferencialmente a las marcas del menton
de los machos, por ello es de sorprender que parece ser que las hembras no utilicen las marcas
odoriferas en su eleccion de pareja.

Finalmente, otra razén para explicar por qué las hembras en este estudio no respondieron
como se esperaba a las marcas del menton de los machos particulares es necesario considerar

sus “preferencias” individuales debidas a la variacion individual de los machos. En otras especies
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de mamiferos, como el tejon europeo (Meles meles), se ha reportado que los extractos de las
glandulas subcaudales de esta especie varian considerablemente entre los individuos, de tal
manera que cada uno posee una “firma quimica” Gnica (Buesching et al 2002). Patrones similares
se han observado en las secreciones producidas por los hurones (Mustela furo, Zhang et al 2005),
pandas gigantes (Ailuropoda melanoleuca, Hagey & Macdonald 2003) y diversas especies de
venados (Lawson et al 2000). Ademas, existen algunas evidencias que muestran que las hembras
son atraidas a los olores de machos genéticamente mas diferentes a ellas (Yamazaki et al 19786,
Penn & Potts 1998b).

En los ratones se ha sugerido que el olor producido por el complejo principal de
histocompatibilidad (MHC por sus siglas en inglés Major Histocompatibility Complex) influye en la
eleccién de pareja, parece ser que los machos y hembras prefieren como pareja a un individuo con
MHC diferente al propio (Yamazaki et al 1976, Yamazaki et al 1978, Yamazaki et al 1988, Egid &
Brown 1989, Eklund et al 1991, Potts et al 1991). En los conejos domésticos un estudio reportd
variacién entre los individuos en la composicién de las secreciones de las glandulas anales y del
mentén (Goodrich & Mykytowycz 1972). Cabe mencionar que el objetivo de dichos estudios no era
investigar la calidad de las parejas potenciales o la eleccion femenina de pareja. Las hembras
pudieron tener un macho “preferido” particular que posiblemente pudo ser genéticamente mas
diferente a ella.

Debido al hecho de no haber obtenido evidencia de eleccibn femenina de pareja en
respuesta a las marcas del mentén de los machos, se decidid utilizar no solo las marcas del

mentdn del macho, sino al propio macho. Dicho trabajo se presenta en el siguiente capitulo.

5. Referencias

Akutsu T, Sekiguchi K, Ohmori T, Sakurada K (2006) Individual comparisons of the levels of (E)-3-
methyl-2-hexenoic acid, an axillary odor-related compound, in Japanese. Chem Senses 31:557-
563.

Albone ES, Perry GC (1976) Anal sac secretion of the red fox, Vulpes vulpes: volatile fatty acids
and diamines: implications for a fermentation hypothesis of chemical recognition. J Chem Ecol
2:101-111.

Albone ES, Shirley SG (1984) Mammalian semiochemistry. The investigation of chemical signals
between mammals. Wiley & Sons, Oslo.

Anderson M (1994) Sexual selection. Princeton University Press, Princeton.

Arakawa H, Blanchard DC, Arakawa K, Dunlap C, Blanchard RJ (2008) Scent marking behavior as
an odorant communication in mice. Neurosci Biobehav Rev 32:1236-1248.

Arteaga ML (2002) Papel del sistema vomeronasal en la percepcion de las sefiales quimicas
contenidas en la secrecion de las glandulas submandibulares de coespecificos en el conejo
europeo (Oryctolagus cuniculus). Tesis de Maestria, Instituto de Neuroetologia, Universidad
Veracruzana. Jalapa, Veracruz, México.

32



Arteaga L, Bautista A, Martinez-Gémez M, Nicolas L, Hudson R (2008) Scent marking, dominance
and serum testosterone levels in male domestic rabbits. Physiol Behav 94:510-515.

Bateman AJ (1948) Intra-sexual selection in Drosophila. Heredity 2:349-368.

Bell DJ (1977) Aspects of the social behaviour of wild and domesticated rabbits Oryctolagus
cuniculus (L.). Ph. D. Thesis, University of Wales, UK.

Bell DJ (1983) Mate choice in the European rabbit. En Bateson PPG (Ed) Mate choice. Cambridge
University Press, Cambridge. Pp 211-223.

Bronson FH (1976) Urine-marking in mice: causes and effects. En Doty RL (Ed) Mammalian
olfaction, reproductive processes, and behavior. Academic Press, New York. Pp 119-141.

Bronson FH (1979) The reproductive ecology of the house mouse. Q Rev Biol 54:265-299.

Buesching CD, Waterhouse JS, Macdonald DW (2002) Gas-chromatographic analyses of the
subcaudal gland secretion of the European badger (Meles meles) Part I: Chemical differences
related to individual parameters. J Chem Ecol 28:41-56.

Collins RP (1976) Terpenes and odoriferous materials from microorganisms. Lloydia 39:20-24.

Darwin C (1871) The descent of man and selection in relation to sex. 1st Edition, John Murray,
London.

Desjardins C, Maruniak JA, Bronson FH (1973) Social rank in house mice: differentiation revealed
by ultraviolet visualization of urine marking patterns. Science 182:939-941.

Drickamer LC (1989) Odor preferences of wild stock female house mice (Mus domesticus) tested at
three ages using urine and other cues from conspecific males and females. J Chem Ecol 15:1971-
1987.

Drickamer LC (1992) Oestrous female house mice discriminate dominant from subordinate males
and sons of dominant from sons of subordinate males by odour cues. Anim Behav 43:868-870.

Egid K, Brown JL (1989) The major histocompatibility complex and female mating preferences in
mice. Anim Behav 38:548-549.

Eklund A, Egid K, Brown JL (1991) The major histocompatibility complex and mating preferences of
male mice. Anim Behav 42:693-694.

Evsikov VI, Nazarova GG, Potapov MA (1994) Female odor choice, male social rank, and sex ratio
in the water vole. Adv Biosci 93:303-307.

Ferkin MH, Sorokin ES, Renfroe MW, Johnston RE (1994) Attractiveness of male odors to females
varies directly with plasma testosterone concentration in meadow voles. Physiol Behav 55:347-353.

Folstad I, Karter AJ (1992) Parasites, bright males, and the immunocompetence handicap. Am Nat
139:603-622.

Goodrich BS (1983) Studies of the chemical composition of secretions from the skin glands of the
rabbit Oryctolagus cuniculus. En Muller-Schwarze D, Silverstein RM (Eds) Chemical signals in
vertebrates 3. Plenum Press, New York. Pp 275-290.

Goodrich BS, Mykytowycz R (1972) Individual and sex differences in the chemical composition of

pheromone-like substances from the skin glands of the rabbit, Oryctolagus cuniculus. J Mammal
53:540-548.

33



Gosling LM, Atkinson NW, Dunn S, Collins SA (1996) The response of subordinate male mice to
scent marks varies in relation to their own competitive ability. Anim Behav 52:1185-1191.

Gosling LM, Roberts SC, Thornton EA, Andrew MJ (2000) Life history costs of olfactory status
signaling in mice. Behav Ecol Sociobiol 48:328-332.

Gosling LM, Roberts SC (2001) Scent-marking by male mammals: cheat-proof signals to
competitors and mates. Adv Study Behav 30:169-217.

Hagey L, Macdonald E (2003) Chemical cues identify gender and individuality in giant pandas
(Ailuropoda melanoleuca). J Chem Ecol 29:1479-1488.

Hamilton WD, Zuk M (1982) Heritable true fithess and bright birds: a role for parasites? Science
218:384-387.

Hayes RA, Richardson BJ, Claus SC, Wyllie SG (2002) Semiochemicals and social signaling in the
wild European rabbit in Australia. Il. Variations in chemical composition of chin gland secretion
across sampling sites. J Chem Ecol 28:2613-2625.

Hillgarth N, Wingfield JC (1997) Parasite-mediated sexual selection: endocrine aspects. En Clayton
DH, Moore J (Eds) Host-parasite evolution: general principles and avian models. Oxford University
Press, Oxford. Pp 78-104.

Hudson R, Distel H (1990) Sensitivity of female rabbits to changes in photoperiod as measured by
pheromone emission. J Comp Physiol A 167:225-230.

Hudson R, Vodermayer T (1992) Spontaneous and odour-induced chin marking in domestic female
rabbits. Anim Behav 43:329-336.

Hudson R, Melo Al, Gonzélez-Mariscal G (1994) Effect of photoperiod and exogenous melatonin on
correlates of estrus in the domestic rabbit. J Comp Physiol A 175: 573-579.

Hurst JL (1990) Urine marking in populations of wild house mice Mus domesticus Rutty. Il
Communication between the sexes. Anim Behav 40:233-243.

Hurst JL, Robertson DHL, Tolladay U, Beynon RJ (1998) Proteins in urine scent marks of male
house mice extend the longevity of olfactory signals. Anim Behav 55:1289-1297.

Johansson BG, Jones TM (2007) The role of chemical communication in mate choice. Biol Rev
82:265-289.

Johnston RE (1977) The causation of two scent-marking behaviour patterns in female hamsters
(Mesocricetus auratus). Anim Behav 25:317-327.

Jones RB, Nowell NW (1974) A comparison of the aversive and female attractant properties of urine
from dominant and subordinate male mice. Anim Learn Behav 2:141-144.

Kavaliers M, Colwell DD (1995a) Discrimination by female mice between the odours of parasitized
and non-parasitized males. Proc R Soc Lond 261:31-35.

Kavaliers M, Colwell DD (1995b) Odours of parasitized males induce aversive responses in female
mice. Anim Behav 50:1161-1169.

Kimura T, Hagiwara Y (1985) Regulation of urine marking in male and female mice: effects of sex
steroids. Horm Behav 19:64-70.

Klein SL, Gamble HR, Nelson RJ (1999) Trichinella spiralis infection in voles alters female odor
preference but not partner preference. Behav Ecol Sociobiol 45:323-329.

34



Labows JN, McGinley KJ, Webster GF, Leyden JJ (1980) Headspace analysis of volatile
metabolites of Pseudomonas aeruginosa and related species by gas chromatography-mass
spectrometry. J Clin Microbiol 12:521-526.

Lawson RE, Putman RJ, Fielding AH (2000) Individual signatures in scent gland secretions of
Eurasian deer. J Zool 251:399-410.

Martinez-Gomez M, Guarneros M, Zempoalteca R, Hudson R (1997) A comparison of spontaneous
and odour-induced chin marking in male and female domestic rabbits (Oryctolagus cuniculus).
Ethology 103:893-901.

Maruniak JA, Owen K, Bronson FK, Desjardins C (1974) Urinary marking in male house mice:
responses to novel environmental and social stimuli. Physiol Behav 12:1035-1039.

McGregor PK (1993) Signalling in territorial systems: A context for individual identification, ranging
and eavesdropping. Phil Trans R Soc Lond 340:237-244.

Morris JG (1977) Obligately anaerobic bacteria. Trends Biochem Sci 2:81-84.

Moshkin M, Gerlinskaya L, Morozova O, Bakhvalova V, Evsikov V (2002) Behaviour, chemosignals
and endocrine functions in male mice infected with tick-borne encephalitis virus.
Psychoneuroendocrinol 27:603-608.

Mucignat-Caretta C, Caretta A, Baldini E (1998) Protein-bound male urinary pheromones:
differential responses according to age and gender. Chem Senses 23:67-70.

Mykytowycz R (1965) Further observations on the territorial function and histology of the
submandibular cutaneous (chin) gland in the rabbit, Oryctolagus cuniculus (L.). Anim Behav
13:400-412.

Novotny M, Schwende FJ, Wiesler D, Jorgenson JW, Carmack M (1984) Identification of a
testosterone-dependent unique volatile constituent of male mouse urine: 7-exo-ethyl-5-methyl-6,8-
dioxabicyclo [3,2,1]-3-octene. Experientia 40:217-219.

Owens IPF, Rowe C, Thomas ALR (1999) Sexual selection, speciation and imprinting: separating
the sheep from the goats. Trends Ecol Evol 14:131-132.

Penn D, Potts WK (1998a) Chemical signals and parasite-mediated sexual selection. Trends Ecol
Evol 13:391-396.

Penn D & Potts WK (1998b) Untrained mice discriminate MHC-determined odors. Physiol Behav
64:235-243.

Penn D, Schneider G, White K, Slev P, Potts W (1998) Influenza infection neutralizes the
attractiveness of male odor to female mice (Mus musculus). Ethology 104:685-694.

Potts WK, Manning CJ, Wakeland EK (1991) MHC genotype influences mating patterns in semi-
natural populations of Mus. Nature 352:619-621.

Rich TJ, Hurst JL (1998) Scent marks as reliable signals of the competitive ability of mates. Anim
Behav 56:727-735.

Rosell F, Sanda JI (2006) Potential risk of olfactory signaling: the effect of predators on scent
marking by beavers. Behav Ecol 17:897-904.

Shehadeh N, Kligman AM (1963) The bacteria responsable for axillary odor. Il. J Investig Dermatol
41:39-43.

35



Tang-Martinez Z, Mueller LL, Taylor GT (1993) Individual odours and mating success in the golden
hamster, Mesocricetus auratus. Anim Behav 45:1141-1151.

Taylor GT, Haller J, Regan D (1982) Female rats prefer an area vacated by a high testosterone
male. Physiol Behav 28:953-958.

Trivers RL (1972) Parental investment and sexual selection. En Campbell B (Ed) Sexual selection
and the descent of man 1871-1971. Aldine, Chicago. Pp 136-179.

Viitala J, Korpimaki E, Palokangas P, Koivula M (1995) Attraction of kestrels to vole scent marks
visible in ultraviolet light. Nature 373:425-427.

Wedekind C, Folstad | (1994) Adaptive or nonadaptive immunosuppression by sex hormones? Am
Nat 143:936-938.

White P, Fischer RB, Meunier GF (1986) Female discrimination of male dominance by urine odor
cues in hamsters. Physiol Behav 37:273-277.

Willis C, Poulin R (2000) Preference of female rats for the odours of non-parasitized males: the
smell of good genes. Folia Parasitol 47:6-10.

Wyatt TD (2008) Pheromones and animal behaviour: Communication by smell and taste.
Cambridge University Press, Cambridge. Pp 37-73.

Yamazaki K, Boyse EA, Mike V, Thaler HT, Mathieson BJ, Abbott J, Boyse J, Zayas ZA, Thomas L
(1976) Control of mating preferences in mice by genes in the major histocompatibility complex. J
Exp Med 144:1324-1335.

Yamazaki K, Yamaguchi M, Andrews PW, Peake B, Boyse EA (1978) Mating preferences of F2
segregants of crosses between MHC-congenic mouse strains. Immunogenetics 6:253-259.

Yamazaki K, Beauchamp GK, Kupniewski D, Bard J, Thomas L, Boyse EA (1988) Familial
imprinting determines H-2 selective mating preferences. Science 240:1331-1332.

Zahavi A (1975) Mate selection- a selection for a handicap. J Theor Biol 53:205-214.

Zala SM, Potts WK, Penn DJ (2004) Scent-marking displays provide honest signals of health and
infection. Behav Ecol 15:338-344.

Zhang JX, Soini HA, Bruce KE, Wiesler D, Woodley SK, Baum MJ, Novotny MV (2005) Putative

chemosignals of the ferret (Mustela furo) associated with individual and gender recognition. Chem
Senses 30:727-737.

36



IV PROPUESTA DE UN METODO PARA REALIZAR PRUEBAS DE
ELECCION FEMENINA DE PAREJA EN CONEJOS

La intension del trabajo que se presenta a continuacion era publicar la metodologia que se utilizd
para tratar de responder a preguntas sobre eleccion femenina de pareja en el conejo doméstico, lo
gue no es posible en este momento debido a los inesperados resultados negativos que se

obtuvieron y la dificultad para interpretarlos.

Resumen

Existen algunos estudios que utilizan diversos métodos y modelos animales para responder a
preguntas sobre eleccidon femenina de pareja en mamiferos. En los conejos faltan trabajos que
exploren si las hembras realizan eleccién de pareja y como realizan tal eleccion. El presente
trabajo pretendié proponer un método para responder a preguntas sobre eleccién femenina de
pareja en esta especie. La hipétesis planteada fue que en pruebas de eleccidén entre machos
(intacto versus castrado) las hembras “preferirdn” al macho intacto. Se utilizaron conejos
domeésticos adultos de la raza chinchilla, el método consistié en evaluar la elecciéon por parte de
una hembra entre dos opciones extremas de estimulos (un macho intacto y uno castrado)
utilizando una arena de doble eleccion, un lado ocupado por el macho intacto y el otro por el
castrado. Se realizaron cuatro pruebas por hembra, dos pruebas de elecciébn con machos y dos
pruebas sin machos. Se registraron las conductas que realiz6 la hembra en cada lado de la arena:
frecuencia de marcaje por frotamiento del mentén, nimero de veces que toco con la nariz el sitio
donde se encontraba cada macho, frecuencia de visitas y el tiempo total que permanecié en cada
lado. La conducta que desplegaron tanto los machos estimulo como las hembras dentro de la
arena de doble eleccion sugiere que ésta fue bien aceptada por los animales. Las hembras
mostraron diferencias individuales en la frecuencia de marcaje del mentén. Las hembras
percibieron y respondieron a los machos estimulo ya que aumentaron significativamente su
frecuencia de marcaje del mentén, contactos con la nariz y fueron mas activas en comparacion con
las pruebas control sin machos. Las hembras no “prefirieron” al macho intacto dado que no hubo
diferencias significativas en la frecuencia de marcaje por frotamiento del mentén, contactos con la
nariz, frecuencia y duracién de visitas realizadas por las hembras en el lado del macho intacto en
comparacién con el castrado. Se discutieron las posibles causas de por qué las hembras no
“prefirieron” al macho intacto: no hubo interaccion directa del macho con la hembra, las hembras
solo son atraidas a los olores de la orina de los machos con la que ya han tenido contacto previo,

variabilidad genética de los animales y respuesta de las hembras a coespecificos intrusos.
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1. Introduccion

Sobre la eleccion femenina de pareja en mamiferos se han planteado diversas preguntas y
se han utilizado algunos métodos como los laberintos en “Y” o en “T” y arenas de observaciéon que
consisten en cajas adaptadas para responder a una pregunta particular. Se han utilizado como
estimulos a los animales en diferentes condiciones, o bien, sus olores. Utilizando estos métodos
los resultados de estos estudios, realizados principalmente con roedores como ratas, ratones y
hamsteres muestran evidencias de eleccion femenina de pareja. Por ejemplo, las hembras
discriminaron entre machos castrados e intactos y realizaron mas marcas con orina en presencia
de olores de machos intactos. Ademas, marcaron més sobre los olores de los machos que tenian
las concentraciones mas altas de testosterona y los machos castrados inyectados con testosterona
fueron atractivos a las hembras (Taylor et al 1982, Ferkin et al 1994). Se ha reportado también que
las hembras pueden discriminar el rango social de los machos ya que pasaron significativamente
mas tiempo cerca de los olores de machos dominantes en comparacion con los olores de machos
subordinados (White et al 1986, Evsikov et al 1994). Ademas, las hembras mostraron estro cuando
se formaron parejas de una hembra con un macho dominante, no asi cuando las hembras
permanecieron con machos subordinados. También, las camadas producidas por machos
dominantes fueron de tamafio mas grande en comparacion con las camadas de los machos
subordinados y el numero de crias hembra fue menor en las camadas de los machos subordinados
(Evsikov et al 1994).

Ademas del rango social, puede haber otros factores que afecten la eleccién femenina de
pareja, por ejemplo, el estado de salud de los machos, el MHC (por sus siglas en inglés, Major
Histocompatibility Complex), la exposicion a compuestos quimicos e incluso en etapas tempranas
del desarrollo la disponibilidad de recursos maternos y el aprendizaje olfativo. Los resultados de
algunos estudios sugieren que el estado de salud de los machos puede afectar su atractivo a las
hembras, ya que éstas parecen preferir los olores de los machos no parasitados en comparacién
con los parasitados (Kavaliers & Colwell 1995, Zala et al 2004).

Los olores que distinguen a un individuo de otro genéticamente determinados por el MHC
contenidos, por ejemplo, en la orina de los ratones afectan la conducta reproductiva, ya que los
individuos eligen a las parejas genéticamente mas diferentes a ellos (Yamazaki et al 1994, Penn &
Potts 1998). Otro estudio plantea que la atractividad de los individuos puede ser afectada por
exposicion a compuestos quimicos que producen efectos epigenéticos, de tal manera que se
puede comprometer el éxito reproductivo de tales individuos. Se examiné la preferencia de pareja
en hembras y machos, después de varias generaciones cuyos progenitores fueron tratados con un
fungicida antiandrogénico. Después de tres generaciones las hembras prefirieron a los machos
cuyos progenitores no fueron expuestos al fungicida, este efecto fue especifico de sexo ya que los
machos no mostraron tal preferencia (Crews et al 2007).

Se ha sugerido que la variacién en el acceso a los recursos maternos puede afectar el

fenotipo reproductivo de las hembras. Aquellas nacidas de madres gestantes — lactantes prefirieron
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menos a sus parejas, fueron mas pequefias, menos fecundas y sus camadas mostraron un sesgo
hacia hembras (Clark et al 2006). Durante el desarrollo temprano el aprendizaje olfativo puede
tener efecto sobre las preferencias por olores sexuales. Las hembras que crecieron sin hermanos
realizaron marcaje vaginal igual en respuesta a los olores volatiles tanto de machos como de
hembras. Sin embargo, cuando las hembras tuvieron contacto con los estimulos odoriferos
marcaron preferentemente hacia los olores de macho. Ello sugiere que las hembras requieren de la
exposicion a olores de macho durante el desarrollo temprano para desplegar marcaje vaginal en
respuesta a los componentes volatiles de los olores sexuales. En cambio, las preferencias de las
hembras de investigar olores volatiles de machos y hembras no requiere de esta experiencia
guimiosensorial temprana (Maras & Petrulis 2008).

También se han realizado estudios con otros mamiferos diferentes de los roedores como la
zarigleya, en la que los machos mas grandes compiten exitosamente por los apareamientos, por
ello fueron considerados socialmente dominantes, ademas, sobrevivieron mas tiempo después de
su primer apareamiento. Las hembras no prefirieron a los machos mas grandes directamente, sino
que “juzgaron” el rango del macho observando directamente las interacciones competitivas entre
machos y rechazaron a los que perdieron las contiendas (Fisher & Cockburn 2006).

Los roedores son un modelo ampliamente utilizado en los estudios de laboratorio cuyos
resultados aportan valiosas evidencias sobre eleccion femenina de pareja en mamiferos. Las
evidencias sobre este tépico reportadas en estudios con otros mamiferos diferentes de los
roedores son pocas. Posiblemente no sea adecuado generalizar los resultados que aportan los
estudios con roedores a todos los mamiferos terrestres. El uso de otros modelos de mamiferos
permite comprender mejor este fendmeno bioldgico y también como ocurre segun la forma de vida
de una especie determinada. Ademas, el uso de diversos implementos como las arenas de doble
eleccién o los laberintos es indispensable, asi como ajustar éstos o disefiar otros dependiendo de
las preguntas planteadas y modelo animal utilizado. Los resultados obtenidos pueden coincidir o no
con los resultados previos, o bien apoyar y algunas veces refutar las hipétesis planteadas.

En los conejos faltan estudios que muestren que las hembras pueden realizar elecciéon de
pareja, ademas, que exploren como las conejas realizan tal eleccién, qué canales sensoriales
utilizan, qué caracteristicas poseen las parejas potenciales y cémo dicha eleccién puede afectar su
éxito reproductivo, por ejemplo el nimero de crias nacidas vivas o0 peso de éstas, incluso el éxito
reproductivo de dichas crias en etapa adulta. Bell (1983) discute los posibles procesos mediante
los cuales las hembras del conejo (Oryctolagus cuniculus) pueden valorar la calidad de las parejas
potenciales.

Un estudio realizado por Reece-Engel (1988) puso a prueba la hipétesis de que las
hembras son capaces de valorar la residencia de un macho con base en la predominancia de su
olor en el ambiente. En este estudio se observo la respuesta de las hembras en una situacion de
doble eleccion, se utilizé un area de prueba que consistia de dos encierros vecinos. La residencia
de los machos se establecié alojando a cada macho en cada encierro durante siete dias antes de

las pruebas, durante las éstas los machos se intercambiaron de encierro de tal manera que ambos
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fueron tanto “residentes” como “no residentes” para cada hembra. La hembra se colocé en una
localizacion central. Durante las pruebas cada macho se mantuvo en una caja individual colocada
en un extremo del encierro. Las hembras pasaron mas tiempo, marcaron e investigaron mas en el
encierro del macho “residente” que en el encierro del macho “no residente” a pesar de que los
mismos machos eran tanto “residentes” como “no residentes”.

La capacidad de un macho de mantener su territorio, es decir, cuando solo su olor
predomina en su ambiente puede ser un atributo que las hembras utilizan (posiblemente
identificando el olor del macho en su encierro) para elegir una pareja. Sin embargo, es posible que
éste no sea el Unico atributo atractivo para las hembras, de tal manera que se requiere investigar
qué otras caracteristicas utilizan las hembras para elegir a un macho. Siendo ésta una especie tan
olfativa, es de esperar que los olores depositados o emitidos por los machos sean atributos que
utilicen las hembras en su eleccidn de pareja, no se ha descrito qué “atributos odoriferos” de los
machos utilizan las hembras. Si el marcaje del mentdn es energéticamente costoso, posiblemente
sea éste una caracteristica de calidad en los machos. Mas aun si refleja resistencia a ciertas
infecciones o carga parasitaria, posiblemente el olor de las secreciones de las glandulas
submandibulares se modifique cuando el macho padece alguna infeccibn o posee una carga
parasitaria importante.

Una vez que las hembras han elegido una pareja, cabe preguntarse cuales son las
consecuencias de dicha eleccidn para su éxito reproductivo, por ejemplo, si quedd o no gestante,
cuantas crias nacieron, cuanto pesaron, son éstas resistentes a enfermedades, son los hijos
marcadores 0 no, esto Ultimo si la tasa de marcaje por frotamiento del menton fuera un atributo
heredable.

Finalmente, cabe sefalar que aln es necesario realizar mas estudios sobre eleccién
femenina de pareja en conejos, por ello el objetivo de este trabajo es proponer un método para
responder a estas y otras preguntas sobre eleccion femenina de pareja en esta especie.

La hipdtesis que planteamos fue que las hembras distinguiran entre machos con diferente
condicién reproductiva y “preferiran” a uno en particular.

Las predicciones fueron las siguientes. En pruebas de doble eleccién (macho intacto

versus castrado) las hembras:

¢ Realizaran mas marcas odoriferas (marcas del menton) en el lugar del macho intacto.
e Tocaran mas veces con la nariz la puerta del macho intacto.
e Visitaran mas el lugar del macho intacto.

e Pasaran mas tiempo en el lugar del macho intacto.

En pruebas control (lugares limpios y sin machos) las hembras:

e Marcaran con el mentoén indistintamente ambos lugares.

e Tocaran con la nariz ambas puertas indistintamente.
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e Visitardn ambos lugares indistintamente.
e Pasaran la misma cantidad de tiempo en ambos lugares.
e Estaran menos activas en comparacion con las pruebas realizadas en presencia de

machos.

2. Descripcion general del método para realizar pruebas de eleccion femenina de
pareja en conejos

El método consistié en que un individuo, una hembra en este caso, podia elegir entre dos opciones
de estimulos (en un contexto de eleccidon femenina de pareja), en este caso particular, entre un
macho intacto y uno castrado. Las caracteristicas de la arena de observacion que se utiliz6 se
describe en la seccién 3.2., Fig. 1. Con este método es posible colocar dos estimulos diferentes
para que las hembras del conejo puedan elegir entre éstos. Por ejemplo, un hermano versus un
macho extrafio, un macho infectado versus uno sano, machos con diferentes niveles de
testosterona o cortisol, un macho de la misma especie versus una especie diferente de lagomorfo,
entre otros. Ademas, la arena de doble eleccion brinda la posibilidad de colocar como estimulo un

individuo o bien, s6lo un objeto previamente marcado por éste.

3. Métodos

Los datos fueron colectados entre 4 de noviembre y 9 de diciembre de 2008, todos los
animales se mantuvieron en el bioterio del Centro Tlaxcala de Biologia de la Conducta de la
Universidad Auténoma de Tlaxcala, Tlaxcala, México. Los animales se alojaron en el bioterio en
jaulas metdlicas individuales que median 90 x 60 x 40 cm y con un ciclo de luz/oscuridad constante
de 16:8 h simulando la estacién de apareamiento en su nativa Europa (Hudson & Distel 1990). La
temperatura ambiental se mantuvo a 20+4 °C, con agua ad libitum y 150 g/ animal/ dia de alimento
comercial Conejina de Purina®. La ventilacion del bioterio se realiz6 mediante ventiladores de

extraccion.

3.1. Animales

Se utilizaron conejos domésticos adultos de la raza chinchilla. La edad promedio de las hembras
(n=8) fue de 16.8 meses, DE 15.16, con un peso promedio de 4.23 Kg, DE 0.54 y entre 0 — 19
apareamientos y 0 — 9 partos.

Los machos que se utilizaron como estimulo fueron intactos (n=4) y castrados (n=2), los
primeros eran los reproductores de la colonia del Centro Tlaxcala de Biologia de la Conducta, la
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edad de los machos intactos fue de 33 meses aproximadamente y con un peso promedio de 4.22
Kg, DE 0.35. La edad de los machos castrados era de seis meses al inicio de las pruebas, con un
peso de 2.700 y 3.300 Kg cada uno, una vez castrados se dejaron pasar 30 dias antes de
comenzar las pruebas.

Castracion de los machos. Se anestesié a los machos con 0.2 ml/ kg de peso corporal de ketamina
por via intramuscular y 1 ml/ Kg de peso corporal de pentobarbital por via intraperitoneal. Se
realizé la asepsia del escroto y area perigenital eliminando el pelo mediante una maquina de
rasurar y limpiando con gasa y una solucion de benzalconio al 10%. A continuacién, con tijeras
quirdrgicas se realizé una incision de 1.0 cm aproximadamente sobre la piel del escroto de cada
testiculo, una vez expuesto éste, se ligo el corddn espermatico y vasos sanguineos con catgut
calibre 000 para evitar hemorragia y se disec6. Finalmente se suturé la piel con hilo de seda marca
ATRAMAT calibre 000, el mismo procedimiento se realizé con el otro testiculo. Se administré como
antiséptico y cicatrizante Matacresa de Pfizer® en aerosol directamente sobre ambas heridas. En
los dias posteriores a la cirugia se revisaron las heridas de los machos hasta su completa

cicatrizacion.

3.2. Procedimiento experimental

Se utilizé una arena de observacion de doble eleccidn. La arena era metdlica circular de 1 m de
didmetro, tenia dos jaulas accesorias, una a cada lado (Fig. 1). Cada una media 64 x 47 x 40 cm.
Cada jaula accesoria tenia una puerta con salida hacia la arena, fabricada con un material metalico
ligero que tenia libre movimiento, es decir, que un conejo podia entrar y salir a través de la puerta
libremente. Ademas, las puertas podian cerrarse de tal manera que un conejo pudiera entrar pero
no salir y viceversa. Las jaulas accesorias tenian ademas, una puerta en la parte superior, que
permitia introducir y sacar al animal. Frente a la puerta de libre movimiento de cada jaula accesoria
y hacia el lado derecho de ésta, se coloc6 un poste de madera (23.5 cm de diametro en la base, 10
cm de altura) fijo en el piso de la arena mediante un tornillo, cada poste se cubrié con un vaso de
plastico para que la hembra realizara marcaje del menton. Los vasos se cambiaron en cada
prueba.

Los postes de madera para que los animales realizaran marcaje del mentén, son de facil
manipulacion debido a su tamafio pequefio. Los vasos que cubrian a los postes pueden utilizarse
varias veces, ya que pueden lavarse continuamente para eliminar los olores depositados sobre
éstos por los conejos, tanto los postes de madera como los vasos de plastico son econdémicos y de
facil adquisicion. Finalmente, los postes cubiertos con los vasos fueron bien aceptados por los
animales como objetos de marcaje del menton. Estas son las ventajas de utilizar dichos postes en

comparacioén con los bloques de ladrillos utilizados en estudios previos.
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Fig. 1. Arena de doble eleccién. Colocacion de una hembra en el centro y dos machos, cada uno dentro de las
jaulas accesorias.

Habituacion y entrenamiento de las hembras. Las hembras se habituaron a permanecer en la
arena de observacion y fueron entrenadas para entrar y salir de las jaulas accesorias de la arena a
través de las puertas. En primer lugar, se colocé a la hembra en el centro de la arena por 30 min
con ambas puertas abiertas por dos dias, de tal manera que la hembra inspeccionara las jaulas
accesorias y aprendiera a entrar y salir sin obstaculos. Los tres dias siguientes, se colocé a la
hembra en forma similar a los primeros dos dias, s6lo que esta vez con las puertas cerradas pero
con libre movimiento y durante 60 min. Una vez colocada la coneja en el centro de la arena se
dejaron pasar cinco minutos, después se empujé a la hembra (colocando una mano sobre su
cadera) contra una de las puertas hasta introducirla dentro de la jaula accesoria, esta operacion se
realizd dos o tres veces el mismo dia de tal manera que la hembra aprendiera a empujar por si
misma las puertas y a entrar y salir de ambas jaulas. Las hembras aprendieron a entrar y salir de
dichas jaulas en dos o tres horas aproximadamente.

Cabe mencionar que aunque las hembras aprendieron a entrar y salir de las jaulas
accesorias, durante la prueba no se les permitio entrar a éstas para evitar el apareamiento con los
machos. Sin embargo, el hecho de que las hembras aprendan a entrar a dichas jaulas provee la
posibilidad de realizar estudios posteriores sobre eleccion femenina de pareja en conejos,
permitiendo a las hembras aparearse con el “macho de su eleccion” y observando las
consecuencias de dicha eleccién, por ejemplo, si quedd o no gestante y el nUmero, sexo y peso de
crias nacidas.

Habituacion de los machos estimulo. Los machos estimulo fueron habituados a permanecer dentro
de cada jaula accesoria, se colocé un macho intacto y uno castrado en cada una de las jaulas

accesorias con las puertas cerradas durante 15 min por tres dias.
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Pruebas de eleccion. Una vez habituados y entrenados los animales, se procedié a realizar las
pruebas de eleccion (Fig. 2). Estas se realizaron por la tarde, entre 16:00 y 18:30 h cuando los
animales son mas activos (Wallage-Drees 1989 citado en Villafuerte et al 1993). Se realizaron
cuatro pruebas por hembra, dos pruebas de eleccion (E1 y E2) utilizando machos estimulo intactos
y castrados diferentes y dos pruebas con las jaulas accesorias vacias (sin machos, V1 y V2). En
cada prueba de eleccién E1 y E2 se cambi6 la posicion de los machos en las jaulas accesorias, es
decir, en la prueba E1 se colocé al macho intacto en la jaula derecha y al castrado en la izquierda y
viceversa en la prueba E2, ello con el objetivo de eliminar el efecto de una posible “preferencia” de
lugar por parte de la hembra. Los animales estimulo (un macho sexualmente maduro e intacto
versus uno castrado) se colocaron dentro de cada una de las jaulas accesorias con las puertas
cerradas y se dejaron pasar cinco minutos. En seguida se colocé a la hembra en el centro de la
arena y se le permitio inspeccionar a los machos durante otros cinco minutos, después de este
tiempo la prueba tuvo una duraciéon de 20 minutos, las pruebas con jaulas vacias duraron el mismo
tiempo.

Las pruebas se grabaron con una camara de video digital Sony HANDYCAM DCR -
DVD405 que se coloc6 2 m sobre la arena. Los videos se transfirieron a una PC utilizando el
programa Movie Maker 2.1 (Microsoft) para su analisis. Sobre el video, la arena se dividié en dos
secciones iguales mediante un acetato con una linea dibujada sobre éste, dicho acetato se coloco
sobre la pantalla de la computadora, una seccion era del macho castrado y la otra del intacto, o
bien, una de la jaula vacia 1 y otra de la jaula vacia 2. En las cuatro pruebas se registré la
frecuencia de marcaje por frotamiento del menton que la hembra realizd en cada poste, en la
puerta y arena, el nUmero de veces que la hembra tocé con la nariz la puerta de una u otra jaula
accesoria (contacto nariz — puerta), la frecuencia de visitas que realiz6 la hembra a cada una de las
secciones y el tiempo total que permanecié en una seccién u otra de la arena.

Se consideré como una visita de la hembra a una seccion de la arena cuando al menos la

parte anterior de la hembra (de la region toracica a la cabeza) estaba dentro de la seccion.

Tratamiento HEnh E1 C1 E2 C2
Duracion (dias) 5 1 1 1 1

Fig. 2. Secuencia temporal de pruebas. HEn) Habituacion y entrenamiento; E1) primera prueba de eleccion
entre macho intacto versus castrado; C1) primera prueba control con jaulas accesorias vacias; E2) segunda
prueba de eleccion entre macho intacto versus castrado; C2) segunda prueba control con jaulas accesorias
vacias.
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3.3. Andlisis de datos

Las medidas conductuales de marcaje por frotamiento del mentén de las hembras, los contactos
nariz — puerta y los cambios que realizaron las hembras a un lado y otro de la arena se obtuvieron
como frecuencias, se obtuvo también el tiempo total de permanencia de las hembras en cada lado
de la arena de observacion en segundos. Se obtuvo el porcentaje tanto de las frecuencias como de
la duracion para normalizar los datos, ya que se consideraron las diferencias individuales en la
actividad de las hembras. Debido a que en la mayoria de los casos se obtuvieron frecuencias las
comparaciones se realizaron con la prueba estadistica no paramétrica de Wilcoxon. Dichas
comparaciones se realizaron seleccionando los datos en porcentaje de uno de los lados versus
una medida hipotética del 50% ya que el valor en porcentaje de un lado afecta directamente al otro.
Los lados seleccionados fueron el Lado 1 (pruebas control), el lado del macho intacto (pruebas con
macho intacto versus castrado) y los lados con machos (cuando se compararon los datos de las
pruebas control versus datos de pruebas con machos). Todas las medidas se asociaron a
preferencia de lugar y fueron dependientes. Todas las pruebas fueron de una cola excepto las
pruebas con los datos control. Las pruebas de una cola se realizaron asi debido a que las hipotesis
estaban dirigidas hacia el macho intacto y hacia los lados con machos. Se consider6é una p<0.05
como nivel de significacion. Los analisis se realizaron con el programa GraphPad Instat (GraphPad

Software Inc.).

4. Resultados

Conducta de los machos estimulo dentro de las jaulas accesorias.

Machos intactos. Cuando se colocaba a la hembra dentro de la arena de doble eleccion, el
macho se desplazaba por toda la jaula accesoria, se acercaba a la puerta de dicha jaula, la
marcaba con el mentén y la empujaba con la cabeza, el macho se levantaba sobre sus
extremidades posteriores y se apoyaba con las anteriores sobre la reja superior de la puerta,
también se acicalaba. Ademas, orinaba y defecaba heces duras, en algunos casos, cuando la
hembra estaba cerca de su puerta, el macho orin6é en rocio a la hembra (ver Bell 1980). En otros
casos el macho inspecciond las regiones oral y nasal de la hembra cuando ésta acercaba la
cabeza a la puerta. En los casos en los que la hembra orind cerca de la puerta de la jaula del
macho, éste inspecciond la orina de la hembra.

Machos castrados. Una vez que la hembra era colocada dentro de la arena de doble
eleccion, el macho se desplazaba por la jaula, se acercaba a la puerta y se acicalaba. Asi como el
macho intacto, el castrado se levantaba sobre sus extremidades posteriores cerca de la puerta.
También se le observé recostarse colocando su abdomen o flancos sobre el piso de la jaula

accesoria, nunca oriné, defecé o marcé con el mentén, en algunas ocasiones hacia cabriolas.
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Conducta de las hembras dentro del &rea central de la arena de doble eleccion.

Cuando la hembra era colocada dentro de la arena, se dirigia a una y otra puertas de las
jaulas accesorias donde se encontraban los machos, olfateaba a los machos, se levantaba sobre
sus extremidades posteriores apoyandose con las anteriores sobre las jaulas de los machos. Las
hembras cambiaban de un lado a otro de la arena con alta frecuencia, algunas permanecian algin
tiempo en uno de los lados. Algunas orinaban, defecaban heces duras y se acicalaban. En dos
casos y durante los primeros minutos de la prueba, las hembras desplegaron conducta “agresiva”
(ataques, mordidas y patadas con las extremidades anteriores) tanto hacia el macho intacto como
al castrado. Las hembras realizaron marcaje por frotamiento del mentén en los postes y la arena,
también tocaron con la nariz las puertas de las jaulas accesorias, en algunos casos empujando
dicha puerta. En ocasiones se recostaban sobre su abdomen o costados en el piso de la arena.

Pruebas control (con jaulas accesorias vacias). Las hembras realizaron entre 3 y 77
marcas del mentén en 20 min (promedio 30.8, DE 22.02) y mostraron diferencias individuales en la
frecuencia de marcaje por frotamiento del mentén (KW=14.5, n=8, p=0.04). No hubo diferencias
significativas en la frecuencia de marcaje realizada por las hembras en uno u otro lado de la arena
(Wilcoxon; T=4, n=8, p=0.054; Fig. 3 panel izquierdo). Respecto a la frecuencia de contactos de la
nariz de las hembras con cada puerta de las jaulas accesorias (contacto nariz — puerta) de la
arena, las hembras realizaron entre 4 y 40 contactos en 20 min (promedio 20.5, DE 10.1). No hubo
diferencias significativas en la frecuencia de contactos nariz — puerta realizada por las hembras
entre una u otra puerta (Wilcoxon; T=8, n=8, p=0.3; Fig. 3 panel intermedio). Finalmente, no hubo
diferencias significativas en el tiempo total que pasaron las hembras en los lados de la arena
(promedio 796.9 seg, DE 188.1, Wilcoxon; T=4, n=8, p=0.054; Fig. 3 panel derecho).

Fig. 3. Comparacion de la frecuencia de marcas del mentdn y contactos nariz — puerta que realizaron las
hembras en los lados 1 y 2, asi como el tiempo total que pasaron las hembras en cada lado en dos pruebas
control (jaulas accesorias vacias) de 20 min cada una. No hubo diferencias significativas entre los lados 1y 2
en la frecuencia de marcaje por frotamiento del mentdn y contactos nariz — puerta que realizaron las hembras.
Sin embargo, las hembras pasaron més tiempo en el lado 2.
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Pruebas de eleccion entre machos estimulo en diferentes condiciones reproductivas
(intacto versus castrado). En presencia de un macho intacto y uno castrado en cada una de las
jaulas accesorias, las hembras realizaron entre 13 y 211 marcas del mentén en 20 min (promedio
71.3, DE 56.2). El andlisis estadistico no mostré diferencias significativas en la frecuencia de
marcaje por frotamiento del mentdn realizada por las hembras en el lado del macho intacto en
comparacién con el lado del castrado en la Prueba 1 (Wilcoxon; T=26, n=8, p=0.1) y Prueba 2
(Wilcoxon; T=16, n=8, p=0.4). Se obtuvo el mismo resultado cuando el andlisis se realizd con los
datos de ambas pruebas (Wilcoxon; T=16, n=8, p=0.4; Fig. 4 panel superior). Respecto a la
frecuencia de contactos nariz — puerta las hembras realizaron entre 28 y 74 contactos en 20 min
(promedio 48.3, DE 15.2). Se obtuvieron resultados similares en la frecuencia de contactos nariz —
puerta en la Prueba 1 (Wilcoxon; T=8, n=8, p=0.09), Prueba 2 (Wilcoxon; T=24, n=8, p=0.2) y
ambas pruebas (Wilcoxon; T=22, n=8, p=0.3; Fig. 4 panel inferior). No se encontraron diferencias
significativas en el tiempo total que las hembras permanecieron en el lado del macho intacto en
comparacién con el castrado en la Prueba 1 (Wilcoxon; T=25, n=8, p=0.1), Prueba 2 (Wilcoxon;
T=18, n=8, p=0.5) y ambas pruebas (Wilcoxon; T=24, n=8, p=0.2; Fig. 5).

Fig. 4. Comparacion de la frecuencia de marcas del mentén (panel superior) y contactos nariz — puerta (panel
inferior) que realizaron las hembras en el lado del macho intacto y del castrado en la Prueba 1, Prueba 2 y
Ambas pruebas. Cada prueba fue de 20 min. No hubo diferencias significativas entre el lado del macho intacto
y el castrado en la frecuencia de marcaje por frotamiento del mentén y contactos nariz — puerta que realizaron
las hembras en la Prueba 1, Prueba 2 y en ambas.
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Fig. 5. Comparacion del tiempo total que pasaron las hembras en el lado del macho intacto y el castrado en la
Prueba 1, Prueba 2 y en Ambas pruebas. Cada prueba fue de 20 min. No hubo diferencias significativas en
ninguna de las pruebas.

Comparacién entre pruebas control y pruebas en presencia de machos estimulo. La
frecuencia de marcaje por frotamiento del menton que realizaron las hembras en las pruebas con
machos estimulo fue significativamente mayor que en las pruebas con las jaulas accesorias vacias
(Wilcoxon; T=33, n=8, p=0.01; Fig. 6 panel izquierdo). La frecuencia de contactos nariz — puerta
gue realizaron las hembras fue significativamente mayor en las pruebas con machos que en las
pruebas con las jaulas accesorias vacias (Wilcoxon; T=36, n=8, p=0.003; Fig. 6 panel intermedio).
Finalmente, las hembras fueron mas activas en presencia de machos, realizaron entre 32 y 162
cambios a un lado y otro de la arena en 20 min, con un promedio de 82.6, DE 9.9. Se encontraron
diferencias significativas en la frecuencia de cambios que realizaron las hembras a un lado u otro
de la arena entre las pruebas con machos y las pruebas con jaulas accesorias vacias (Wilcoxon;
T=36, n=8, p=0.003; Fig. 6 panel derecho).

Fig. 6. Comparacion de la frecuencia de marcas del menton, contactos nariz — puerta y cambios a un lado y
otro de la arena que realizaron las hembras en dos pruebas con machos estimulo (40 min) y dos pruebas
control (jaulas accesorias vacias; 40 min). El andlisis mostr6 diferencias significativas en todos los casos.
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5. Discusion

La conducta que desplegaron tanto los machos estimulo (castrados e intactos) como las hembras
de prueba dentro de la arena de doble eleccion sugiere que ésta fue bien aceptada por los
animales. Tanto los machos intactos como los castrados estuvieron activos dentro de las jaulas
accesorias, se desplazaron, se acercaron a la puerta y se acicalaron, solo los machos intactos
realizaron marcaje por frotamiento del menton, orinaron y defecaron, ello muestra que la castracion
fue efectiva y que el tiempo transcurrido entre la cirugia y el inicio de las pruebas fue suficiente
(revisar Chirino et al 1993, Gonzdalez-Mariscal et al 1993, Martinez-Gémez et al 1997), los
castrados hicieron cabriolas o se recostaron sobre el piso de la jaula accesoria. Las hembras de
prueba se desplazaron por la arena, se dirigieron a las puertas de las jaulas accesorias, marcaron
con el menton, orinaron, defecaron, se acicalaron y se recostaron sobre el piso de la arena.

Ademas, los resultados sugieren que las hembras percibieron y respondieron a los machos
estimulo, ya que en presencia de machos (intactos y castrados) las hembras aumentaron
significativamente su frecuencia de marcaje por frotamiento del mentén y contactos nariz — puerta
en comparacion con la frecuencia de marcaje y contactos nariz — puerta que realizaron en las
pruebas sin machos. Ademas, en presencia de machos fueron mas activas ya que se desplazaron
con alta frecuencia de un lado a otro de la arena. Sin embargo, otros resultados obtenidos en el
presente trabajo no apoyan la hipétesis que se planted.

La hipétesis que planteamos fue que en pruebas de eleccidon entre machos (intacto versus
castrado) las hembras “preferiran” al macho intacto. Sin embargo, los resultados sugieren que las
hembras no “prefirieron” al macho intacto, ya que éstas no marcaron mas con el menton ni
realizaron mas contactos nariz — puerta en el lado del macho intacto, finalmente, no pasaron mas
tiempo con el macho intacto. Una de las posibles causas de por qué las hembras no “prefirieron” al
macho intacto puede ser que no hubo interaccion directa con él. Posiblemente las sefiales
visuales, auditivas y volatiles no sean suficientes para que la hembra obtenga la informacioén
completa que determine su “preferencia” por un macho particular y sea necesaria la estimulacion
tactil de la hembra con el macho que sirva como retroalimentacién para la hembra.

Otra causa por la que las hembras no “prefirieron” al macho intacto es que las hembras no
tuvieron la posibilidad de inspeccionar directamente la orina de los machos intactos, ya que aunque
éstos orinaron, estuvieron dentro de la jaula accesoria donde las hembras no podian entrar. Como
se ha mencionado en la introduccién, en la mayoria de especies de mamiferos los olores sociales
les permiten a los individuos reconocer a los coespecificos del sexo opuesto y valorar a diferentes
individuos para elegir la pareja méas adecuada. Aungue no se han realizado estudios al respecto en
los conejos, en los ratones la deteccidn de dichos olores requiere de la interaccion de los sistemas
olfativos principal y vomeronasal. Se ha reportado que las preferencias de las hembras por los
olores en el aire provenientes de la orina de los machos (detectados a través del sistema olfativo

principal) son aprendidas por asociacién con los olores detectados con el sistema vomeronasal
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durante el contacto con la fuente odorifera. Las hembras solo son atraidas a los volatiles urinarios
de los machos con cuya orina han tenido contacto previo. La informacién que induce la atraccion al
olor del macho estd contenida en los componentes no volatiles detectados por el sistema
vomeronasal, que ademas permite a las hembras valorar la identidad genética (Ramm et al 2008,
Hurst 2009, Keller et al 2009, Martinez-Garcia et al 2009).

Otro estudio con ratones mostré que la experiencia influye la respuesta conductual de las
hembras a las feromonas sexuales. Algunas sustancias no volatiles de los machos ejercen en las
hembras una atraccién innata, aunque los volatiles del material de cama de los machos no atraen a
las hembras inexpertas. Por otro lado, los volatiles de los machos llegan a ser atractivos a las
hembras por la exposicion repetida al material de cama de los machos (Moncho-Bogani et al
2002). En el presente estudio las hembras no tuvieron experiencia previa con los olores del macho
intacto.

La variacion individual es otro factor que pudo influir la respuesta de las hembras
explicando por qué no mostraron preferencia por el macho intacto. En los modelos animales
utilizados en el laboratorio la variacién individual es menor en comparaciéon con las poblaciones
silvestres, ya que generalmente una cepa de individuos proviene de los mismos reproductores. En
los ratones silvestres, la variacion individual en un conjunto de proteinas especializadas en
comunicacion odorifera (proteinas urinarias principales MUP por sus siglas en inglés “major urinary
proteins”) provee a cada individuo de una identidad genética particular que subyace el
reconocimiento individual y de parentesco, también dichas proteinas permiten valorar la
heterocigocidad de los individuos. Se ha examinado si la variacién de estas proteinas se mantiene
en las cepas clasicas de ratones de laboratorio provenientes de tres linajes. Se observo falta de
variacién en las MUP, Cheetham y sus colaboradores (2009) sugieren que la falta de variacién en
los patrones de estas proteinas dentro de una misma cepa y entre cepas tiene implicaciones
importantes para el uso de ratones de laboratorio en estudios que investigan la identidad social o la
eleccion de pareja. Posiblemente en los conejos de laboratorio exista una falta de variacion de
moléculas odoriferas excretadas con las secreciones.

La hipdtesis de la “heterocigosidad como buenos genes” (good-genes-as-heterozygosity)
propuesta por Brown (1997), predice que las hembras deberian preferir aparearse con machos
mas heterocigotos, que se complementen genéticamente con ellas para obtener mayor
heterocigosidad, y por lo tanto menor endogamia, en su progenie. Existen algunas evidencias que
apoyan dicha hipétesis, las hembras del raton (Mus musculus musculus) prefieren los olores de
machos mas heterocigotos en comparacion con machos endogamicos y dichas preferencias fueron
mas pronunciadas en las hembras endogamicas, es decir que la propia heterocigosidad de las
hembras influye en sus preferencias de pareja. Sin embargo, falta realizar mas estudios en los que
se manipule la heterocigosidad de los machos para evaluar cdmo ello afecta su atractivo sexual a
las hembras (Ilmonen et al 2009).

Por otro lado, en las hembras del conejo doméstico se ha propuesto que el marcaje por

frotamiento del mentdn, es una forma de sefializacion de estro (Soares & Diamond 1982, Hudson
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et al 1990, Gonzalez-Mariscal et al 1990), por ello se esperaba que las hembras marcaran mas con
el mentén en el lugar del macho intacto en comparacién con el castrado, presumiblemente para
anunciarle su estado reproductivo. Sin embargo, los resultados no mostraron diferencias
significativas y por tal motivo se sugirio6 que las hembras no prefirieron al macho intacto.
Posiblemente dicho marcaje odorifero tiene otras funciones como la defensa de territorio, ello
puede explicar por qué las hembras aumentaron su frecuencia de marcaje en presencia de machos
(intactos o castrados). Existen diversas hipétesis que explican las funciones del marcaje odorifero:
delimitacion territorial, propiedad de recursos, atraccibn de parejas, pelea no combativa y
advertencia. Una de las funciones del marcaje odorifero en las hembras puede ser la defensa de
recursos o territorio. Un estudio realizado con hembras de mamifero, particularmente Iémur de cola
anillada, sugiere que la defensa de recursos puede ser una posible funcion del marcaje odorifero
en las hembras de esta especie, ya que éstas no limitaron su marcaje solo a la estacion
reproductiva. Ademas, colocaron significativamente mas marcas en un &area de confrontacion con
otras tropas, también incrementaron su tasa de marcaje durante confrontaciones agonisticas entre
tropas (Mertl-Millhollen 2006).

Finalmente, las hembras pudieron percibir a los machos (intacto y castrado) como intrusos
en la arena en la que ellas estaban ya habituadas. Un trabajo investigé la reaccion de las hembras
del conejo doméstico hacia los coespecificos extrafios de ambos sexos. Dicho estudio considerd
las categorias conductuales de agresidon e investigacion social descritas por Mykytowycz &
Dudzinsky (1972) y Mykytowycz & Hesterman (1975), las categorias eran: 1) Agresion: amenaza
(orientacion abrupta de la cabeza hacia el coespecifico con los ojos semicerrados y boca
entreabierta), ataque (correr abruptamente hacia el coespecifico y despliegue de las otras
conductas agresivas), persecucion, mordida y pelea (lucha reciproca con mordidas y patadas con
las extremidades anteriores). 2) Inspeccion social: atencion (orientacion de la cabeza y orejas
hacia el coespecifico), aproximacién (moverse hacia el coespecifico), contacto nariz — nariz,
inspeccién (olfateo del cuerpo del coespecifico) y olfateo anogenital. Los resultados mostraron que
la respuesta de las hembras fue diferente dependiendo de su rango. Sélo las hembras dominantes
fueron agresivas hacia los machos intrusos en su encierro. Incluso fueron mas agresivas hacia los
machos que hacia las hembras intrusas. Las hembras dominantes inspeccionaron mas a los
intrusos de ambos sexos que las hembras de rangos menores, ademas inspeccionaron mas al
macho que a la hembra intrusa. En el presente trabajo no se conocia el rango potencial de las
hembras, sin embargo dos hembras, tal vez dominantes, fueron agresivas hacia ambos machos
(intacto y castrado). En el presente estudio no se midieron las categorias conductuales de
agresion, sin embargo, algunas de éstas (amenazas, ataques, mordidas y patadas con las
extremidades anteriores) coincidieron con las consideradas en el estudio de Farabollini y sus
colaboradores (1991).

Una conclusion del presente trabajo es que se necesita disefiar cuidadosamente diversos

estudios que exploren con profundidad cada una de las causas discutidas arriba de por qué los
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resultados obtenidos no apoyaron la hipétesis planteada, de tal manera que sea posible describir

mejor como ocurre la eleccidn femenina de pareja en los conejos domésticos.
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V COMENTARIO FINAL

El hecho de no obtener resultados concluyentes que apoyen o refuten el papel del marcaje del
menton de los machos del conejo doméstico en la eleccion femenina de pareja en los estudios
reportados en la presente tesis ilustra bien tres de las principales dificultades en el estudio de la
comunicacién quimica en los mamiferos.

La primera es el problema de la definicion del estimulo y su control. En contraste con las
sefiales visuales 0 acusticas bien estudiadas en las aves, por ejemplo, es extremadamente dificil
identificar, definir o cuantificar con precision las sefiales quimicas. A menudo, como es el caso de
los compuestos contenidos en las secreciones de las glandulas submandibulares del conejo, no
son percibidas por el olfato humano y los métodos para identificar los compuestos activos
utilizando técnicas quimicas analiticas aun son extremadamente costosas y requieren de
considerable inversion de tiempo. En consecuencia, dicha situacion dificulta la manipulacién
experimental de la calidad o cantidad de los componentes hiol6gicamente relevantes, es decir, de
la sefial presentada a los animales receptores.

La segunda dificultad es conocer a qué individuos o categorias de individuos esta
destinada la sefial. Asi, en el presente estudio no se obtuvieron respuestas claras de las hembras
a la secrecion de las glandulas submandibulares de los machos de acuerdo a la hip6tesis
propuesta de eleccion femenina de pareja, ello pudo deberse no solo a dificultades metodologicas,
sino debido a que el marcaje del mentdn tiene otras funciones ademas de las aqui investigadas;
por ejemplo, en la comunicacion macho — macho asociada con el establecimiento y mantenimiento
de territorios y/o con jerarquias de dominancia dentro del grupo de machos; y en la comunicacion
hembra — hembra asociada con jerarquias de dominancia dentro del grupo de hembras y
competencia por recursos limitados tales como sitios adecuados para construir madrigueras de
crianza.

La tercera dificultad es que en los mamiferos, muchos de los cuales viven en grupos
sociales, usualmente la emision de sefiales quimicas y la respuesta a éstas ocurren en contextos
complejos y bajo la influencia del aprendizaje social. Ello es generalmente cierto aun para las
llamadas sefiales feromonales que se sabe provocan respuestas conductuales y fisioldgicas
estereotipadas. En el presente estudio, asi como en la mayoria de la investigacién realizada en el
laboratorio, los animales se mantuvieron en jaulas individuales en aislamiento social y por lo tanto
con poca oportunidad para asociar sefiales particulares o tipos de sefiales con individuos o
categorias de individuos patrticulares.

Sin embargo, dada la importancia de la comunicaciéon quimica en la regulacion de la vida
social de los mamiferos y la forma usualmente invisible (para el observador humano) en que ocurre
este tipo de comunicacion, sin saberlo se puede afectar el resultado e interpretacion de un amplio
rango de topicos de investigacidon, se necesita un continuo esfuerzo para entender mejor la
naturaleza y funcion de la sefalizacion quimica de los mamiferos. La discusion que acompafa a

cada estudio en los capitulos precedentes proporciona sugerencias de como este esfuerzo puede
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continuar constructivamente en el conejo europeo, aln una especie modelo de estudio en este

campo.

56



ANEXO 1. COMUNICACION QUIMICA EN MAMIFEROS DOMESTICOS

El trabajo de revisién que se presenta en este anexo es uno de los resultados obtenidos de las

actividades complementarias realizadas durante los estudios de doctorado.
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ANEXO 2. OLFACTORY GUIDANCE OF NIPPLE ATTACHMENT AND SUCKLING IN
KITTENS OF THE DOMESTIC CAT: INBORN AND LEARNED RESPONSES

En este anexo se presenta un trabajo en co-autoria publicado en la revista indexada

Developmental Psychobiology sobre comunicacion quimica en la interaccion madre — cria en el

gato domeéstico.
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