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Resumen

A pesar de ser un animal de compaiiia de creciente importancia, poco se conoce acerca de
la comunicacioén quimica en el gato doméstico. El objetivo de este estudio fue investigar la
discriminacion olfatoria de las crias por parte de las madres, en una etapa temprana de
desarrollo. Se realizaron tres pruebas con gatas madres lactantes en el sexto, séptimo y
octavo dia posparto: 1) Prueba de acarreo: crias propias y ajenas fueron presentadas a la
madre quién no mostrd diferencia en la latencia en acarrearlas al nido. 2) Olfateo de la zona
perianal de la cria: usando la técnica de habituacién-deshabituacion olfatoria, las madres
mostraron diferencia en la duracion olfateando entre crias propias y ajenas. 3) Olfateo de
hisopos con olores de crias de diferente camada: utilizando el paradigma anterior se obtuvo
una diferencia entre la duracion del olfateo de crias propias y ajenas. Los resultados
sugieren que la madre de gato es capaz de discriminar entre crias propias y ajenas usando
pistas olfatorias, aunque no necesariamente lo hacen en su vida cotidiana. Un estudio
subsecuente probo la habilidad de la madre para discriminar individualmente entre sus
propias crias en la primera y séptima semana posnatal; utilizando el mismo paradigma se
midid la duracidn olfateando dos diferentes crias de la misma camada por tres grupos de
gatos: 1) madres con su camada, 2) adultos no relacionados y 3) madres no relacionadas.
Mientras que la madre no discrimind entre el olor individual de sus crias, los gatos adultos
y las madres ajenas si lo hicieron en la séptima semana posnatal, pero no en la primera.
Estos resultados sugieren que aunque las crias hayan desarrollado una firma olfatoria
individual, las madres discriminan a sus propias crias usando el “olor de la camada” y no el

olor individual, al menos hasta el destete.

Palabras clave: Comunicacion quimica - Reconocimiento madre-cria - Olor de camada -
Olor individual - Prueba de acarreo - Paradigma de habituacion-deshabituacion



Abstract

Until now, little is known about chemical communication in the domestic cat, in spite of its
increasing worldwide popularity as a companion animal. The aim of the present work was
to investigate olfactory discrimination among kittens by mothers at an early developmental
stage. In a first study, three test were carried out with lactating mother cats on postnatal
days 6, 7 and 8: 1) Retrieval test: Mothers didn’t show a difference in the latency to retrieve
own and alien kittens to the nest. 2) Sniffing of the kittens’ perianal area: Using the
olfactory habituation-dishabituation paradigm, mothers showed differences between the
duration sniffing own and alien kittens. 3) Sniffing swabs rubbed with the odor of kittens
from different litters: Using the same paradigm as before, the difference in the duration
sniffing of kittens from own and alien litters. The results suggested that domestic cat
mothers are able to discriminate between their own and alien kittens using olfactory cues
from first postnatal week, although this does not necessary mean they use these cues in
their daily life. In a subsequent study, we tested the ability of mothers to discriminate
among individual kittens from their litters in two different periods, the first and seventh
postnatal week. We measured the duration of sniffing odor samples from two different
kittens from the same litter using the habituation-dishabituation technique in three different
groups of cats: 1) mothers with their own kittens, 2) unrelated adult cats, 3) unrelated
mother cats. While mothers didn’t discriminate between the individual odors of their own
kittens, the unrelated adult cats and foreign mothers did so on the 7" postnatal week but not
on the 1% week. The results suggest that although kittens of the domestic cat have an own
olfactory signature, their own mothers discriminate their kittens using a general litter odor

and not kittens’ individual odor, at least until weaning.

Keywords: Chemical communication — Mother-young recognition — Litter odor —
Individual odor — Retrieval test — Habituation-dishabituation paradigm
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1 Introduccion

La mayoria de los mamiferos utiliza los olores para obtener informacion del medio que
les rodea. El sistema olfatorio procesa los olores provenientes del ambiente siendo una
herramienta en la toma de decisiones conductuales. Estas conductas que estan fuertemente
relacionadas con la percepcion de olores pueden por ejemplo, ser divididas en forma
general en interacciones cotidianas con conespecificos, preferencias alimentarias o evitar
predadores, conducta sexual y cuidado de las crias. Una de las conductas mas importantes
relacionadas con el olfato es el reconocimiento de las crias por sus madres (Thomas-

Danguin et al. 2014; Mota-Rojas et al. 2018).

Durante el periparto, la madre experimenta cambios a los cuales debe adaptarse
rapidamente para asegurar su adecuacion. Se sugiere que en el posparto, las madres son
atraidas hacia el liquido amnidtico, e.g. en la oveja -Ovis aries-, (Lévy y Poindron 1987),
en la cabra -Capra hircus- (Poindron et al. 2007a), en la vaca -Bos taurus- (von
Keyserlingk y Weary 2007), y como al nacer las crias estan cubiertas por este liquido
generalmente seran lamidas por sus madres lo que ayuda al reconocimiento de la cria
(Lévy y Poindron 1987; Poindron et al. 2010). Una vez que la cria ha nacido y que la madre
estd en contacto con ella puede haber un reconocimiento entre la madre y su cria. Esto ha
sido mas evidente en especies gregarias y precociales como los ungulados; las madres
paren a una (o dos) cria y pueden discriminarla de entre el resto del rebafio para permitirle
acercarse y alimentarla. Aunque la etapa de lactancia ha sido estudiada desde el punto de
vista de la madre, se conoce poco acerca de los mecanismos utilizados para lograr este
reconocimiento. Aparentemente los mecanismos varian de acuerdo a la especie.
Probablemente influenciado por las primeras observaciones realizadas en ungulados, en
forma general fue aceptado que las madres que alimentaban y cuidaban a una cria era
porque podian reconocerlas como propia, por lo tanto, si una madre cuidaba o alimentaba a
una cria ajena, seria debido a que no puede distinguir si la cria es propia o ajena. El que la
madre pueda discriminar a su cria garantiza los cuidados maternos, incluido el consumo de
calostro que so6lo esta disponible por un tiempo corto después del nacimiento. Ademas, al

reconocer a su cria, la madre se asegura de designar el recurso de la leche materna a su



propia cria. Si este proceso de discriminacion fallara, podria dar lugar a un final letal para la

cria y una pobre adecuacion para la madre (Nowak et al. 2000).

El reconocimiento madre cria ha sido excepcionalmente estudiado en la borrega, en
donde la oveja puede distinguir a su cria de una ajena y el principal mecanismo para esta
discriminacion es el aprendizaje del olor individual de la cria (Poindron et al. 1988; Porter
et al. 1991). El papel del olfato en la discriminacion de las crias por parte de la madre ha
sido poco estudiado en otras especies. A continuacion, se expone con mayor detalle el tema
sobre comunicacion quimica, los métodos que pueden ser utilizados para estudiar la
discriminacion olfatoria en animales, en que consiste el periodo sensible posparto y se
revisa la informacion relevante respecto a la comunicacion olfatoria en el gato doméstico

(Felis silvestris catus).

1.1 Sistema quimiosensorial

El sistema quimiosensorial esta conformado por cuatro diferentes estructuras sensibles en
la mayoria de los mamiferos: el sentido del gusto (no sefialado en la figura), el sistema
olfatorio principal, el sistema olfatorio accesorio y las terminaciones nerviosas intranasales
del sistema trigeminal, (Figura 1). Asi como el ganglio de Grueneberg y el 6rgano septal

que han sido reportados en roedores.
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Figura 1. Estructuras olfatorias y sus zonas de proyeccion al bulbo olfatorio en una rata.

El epitelio olfatorio se ubica en una zona de la mucosa nasal. Este tiene un mayor grosor
y posee un color diferente al resto de la mucosa dependiendo de la especie, en los
carnivoros, como el gato, tiene un tono grisaceo. El epitelio olfatorio en el gato tiene una
superficie aproximada de 21 cm?; este se encuentra ubicado en la cavidad nasal y esta
conformado por neuronas bipolares no mielinizadas. En un extremo de la neurona estan los
receptores sobre los cilios olfatorios que transmiten la informacion a lo largo del axon hasta
el otro extremo, en donde hace sinapsis en uno de los muchos glomérulos que se ubican en

el bulbo olfatorio principal (Hudson y Hamilton 1993).

El 6rgano vomeronasal (OVN) situado por debajo del hueso etmoides forma parte del
sistema olfatorio accesorio, otro de los componentes del sistema quimiosensorial. Esta
compuesto por dos sacos ciegos pares, en el caso del gato estos sacos estan conectados a la
cavidad oral por medio del canal nasopalatino que se encuentra detras de los incisivos
superiores; dependiendo de la especie esta conexon puede estar desde la cavidad nasal
hacia el OVN. En este 6rgano, las neuronas bipolares en su parte receptora poseen
microvellosidades y en el otro extremo hacen sinapsis con otra neurona localizada

precisamente en el bulbo olfatorio accesorio (Mucignat-Caretta et al. 2012).

El sistema somatosensorial o trigeminal se compone por una rama aferente sensitiva del
nervio trigémino (V par craneal). Este sistema contribuye a la percepcion de la cualidad de
los odorantes y debido a su estrecha relacion con el sistema olfatorio, es dificil separar
ambos sistemas. Las ramas trigeminales estan dispersas en la cavidad nasal; en el humano
se sabe que un area de sensibilidad trigeminal puede ser encontrada en el tercio anterior de
la cavidad nasal. Su funcién como centinela de las vias aéreas es prevenir la inhalacion de
sustancias potencialmente dafiinas para el organismo (Doty et al. 1978; Hummel et al.

1996; Laska et al. 1997; Guarneros et al. 2009).

1.2 Comunicacion olfatoria
La comunicacion quimica se define como un proceso por el cual un emisor genera una

sefial quimica la cual es depositada o liberada en el ambiente, generalmente por via aérea



aunque la sefal también puede ser impregnada en algun objeto, y sera captada por un
receptor quien a través de los canales adecuados puede identificar, integrar y responder, de
alguna forma, ya sea conductual o fisiologicamente a la sefial (Eisenberg y Kleiman 1972).
“Un olor es una mezcla de moléculas (cada una de ellas referida como un odorante) que se
encuentra en su entorno y que dispara una sensacion en el animal que lo detecta. Un olor
estd definido por la naturaleza y la concentracion de los odorantes que estan presentes en

¢1”, (Meunier y Rampin 2017).

Existen dos términos importantes que deben ser considerados cuando hablamos de
comunicacion olfatoria: sefiales y pistas; algunas veces estos conceptos son utilizados
indistintamente, aunque son muy diferentes. Las pistas olfatorias son sustancias quimicas
que son traspasadas al ambiente sin la intencidon de transmitir un mensaje por parte del
organismo o del sujeto productor; un ejemplo de pistas puede ser el conjunto de olores de
un organismo, e.g. seria el caso de un ratdon -Mus musculus- que despide un olor particular
y que este olor pueda ser captado por un gato, el raton no tiene intencion de comunicar un
mensaje al depredador; también son pistas olfatorias aquellos olores producidos en el
ambiente e.g. humo del fuego; no existe la intencién de comunicar un mensaje, sin

embargo, este olor alertara a los animales que lo huelan del peligro (Wyatt 2003).

Las sefiales olfatorias se refieren a sustancias producidas por un emisor cuya funcion es
transmitir un mensaje que sera captada por el receptor. Para que exista comunicacion, el
receptor debe poseer los canales adecuados para codificar el mensaje que ha sido enviado.
Las firmas olfatorias y las feromonas son buenos ejemplos de estas sefiales quimicas e.g. la
firma olfatoria de un neonato de borrego le sirve a la madre borrega para discriminarla de
entre otras crias. Cuando esta sefial es codificada por los receptores del sistema olfatorio del
receptor, éste responderd de alguna manera que puede ser fisioldgica o conductualmente
(Agosta 1992; Meunier y Rampin 2017). Un concepto mas moderno de feromona, es la
modificada de Karlson y Liischer (1959), que las define como moléculas que han
evolucionado a sefales, son emitidas por un individuo y recibidas por otro individuo de la
misma especie en el cual causan una reaccion especifica que puede ser algun tipo de

comportamiento o algiin cambio fisioldégico (Wyatt 2010).



Las sustancias odoriferas pueden ser liberadas al ambiente por medio de orina, heces,
leche, secreciones del tracto reproductivo y secreciones de glandulas exdcrinas - saliva 'y
glandulas cutaneas. Estas sustancias pueden permanecer en un lugar o bien ser
transportadas por via aérea por lo que el mensaje continuara en el ambiente atin después de
que el emisor se haya marchado; las sustancias pueden incluso ser detectadas dias después
de haber sido impregnadas, ademas de que no requieren luz para ser detectadas, pueden
traspasar obstaculos y ser percibidas a grandes distancias. La desventaja es que el emisor no
puede controlar el tiempo que duraré el mensaje en el ambiente u objeto, tiempo durante el
cual podra ser captado por otros individuos (Agosta 1992). El olor despedido por una cria

(emisor) transmite un mensaje cuando es captado por su madre (receptor).

Existen pocos estudios sobre la discriminacion olfatoria madre - cria. Las especies
domésticas que han sido estudiadas en una mayor proporcion, en parte por su importancia
dentro de la produccidon animal, son la oveja, seguidas de la cabra (Poindron et al. 2007a) y
la vaca (Griffith 1996). En los animales de compaiia sorprendentemente encontramos muy
poca informaciodn, pero véase Hepper (1994) para el perro doméstico y Ohkawa y Hidaka
(1987) para el gato doméstico. En el estudio en el perro se realiz6 una prueba de
discriminacion olfatoria después de dos afios de separacion, las madres pudieron
discriminar entre crias propias y ajenas, igualmente las crias del perro pudieron discriminar
el olor de sus madres de entre otras hembras. En el gato se reportd que aparentemente las
madres no fueron capaces de discriminar entre sus propias crias y crias al momento de

recobrar a sus crias y llevarlas al nido.

De los estudios que se han realizado sobre reconocimiento materno se conoce que son
pistas olfatorias las involucradas en el reconocimiento de las crias por las madres. El olor
de la cria debe ser aprendido por la madre. No es claro cudl es el proceso de produccion de
este olor individual, aparentemente para cada especie sigue un proceso distinto, aunque son
producidos por el organismo, podrian ser de origen genético, ambiental o una combinacioén

de ambos (Wyatt 2003; Wyatt 2010).



1.3 Meétodos utilizados en el estudio del reconocimiento olfatorio

Estrictamente hablando, el reconocimiento olfatorio requiere que los olores hayan sido
previamente conocidos por el sujeto y esto no siempre es el caso, en ocasiones se realizan
pruebas con olores que no son familiares al receptor. El término reconocimiento olfatorio es
generalmente utilizado como sin6nimo de discriminacion olfatoria. Sin embargo,
discriminacion es mas apropiado para indicar que el sujeto distingue entre dos o mas pistas
olfatorias. Existen dos técnicas bésicas que se utilizan para estudiar la discriminacion
olfatoria y pueden encontrarse variantes de las mismas. Para una revision mas amplia véase

Halpin (1986). Estas técnicas son:

a) Técnica de habituacion-discriminacion. En esta prueba el olor A es presentado varias
veces para ser olfateado por el sujeto de prueba, periodo en el que ocurre la habituacion por
lo que la duracidn de olfateo ird disminuyendo en cada ocasion en el que se presente el
mismo olor; posterior a esto, es presentado el olor B 0 novedoso; si el sujeto aumenta la
duracion de olfateo en relacion a la ultima prueba después de la fase de habituacion, se
considera que existe discriminacion (Schultze-Westrum 1969). Esta técnica puede ser

utilizada fuera del ambiente controlado del laboratorio, (Figura 2).
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Figura 2. Representacion grafica de la técnica de habituacion-deshabituacion. Puede observarse como a

medida que el individuo olfatea un mismo olor, se ird habituando por lo que ird disminuyendo su



duracion de olfateo. Al final se presenta un olor novedoso que sera investifado mas tiempo. La

diferencia se mide entre la ultima columna del olor A y el olor B.

b) Reforzamiento positivo. Esta técnica es utilizada cuando se desea que el sujeto
distinga entre olores que le son conocidos antes de la prueba y consiste en entrenar al sujeto
para responder preferentemente a uno de los olores de la muestra - comunmente los
refuerzos positivos utilizados son agua o alimento-, de modo que al momento de hacer la
prueba el sujeto hard una distincion de ambos olores al “preferir” al del refuerzo positivo
sobre del otro olor al realizar una discriminacion entre ellos. Esta técnica es mas utilizada

bajo condiciones de laboratorio (Bowers y Alexander 1967).

1.4 Reconocimiento de las crias por las madres

La relacion madre-cria ha sido estudiada tanto en especies precociales e.g. borregos
(Lévy et al. 2004; Poindron et al. 2007a) como altriciales e.g. roedores (Beach y Jaynes
1956a; Jesseau et al. 2009). Ademas de alimentar a su cria, la madre la provee de cuidados,
calor, transporte y proteccion. En algunas especies de ungulados las crias son rechazadas
por otras hembras lactantes y pueden estar en peligro si se acercan para amamantarse de

una hembra que no sea su madre (Collias 1956).

Gubernick (1981) propuso tres factores evolutivos que pueden ayudar a determinar que
tan fuerte puede ser la conexion entre una madre y su cria, e inferir su comportamiento.
Estos factores son los siguientes: (1) el grado de madurez de la cria al nacer, (2) la
estructura social de la especie y (3) el parentesco entre los miembros del grupo al que

pertenecen.

1) Madurez de la cria al nacer. Esta clasificacion esta dada por el grado de desarrollo de
las crias al momento de nacer, se dividen en dos grandes grupos: precociales y altriciales.
Esta clasificacion esta dada por la diferencia en la madurez de las crias que influye en el
comportamiento materno, los cuidados que la madre provee a sus crias son diferentes si
tienen un menor grado de desarrollo al nacer y son mas dependientes de los cuidados
maternos (altriciales), o si las crias tienen un mayor desarrollo pero dependen de la madre

para ser alimentados y protegidos (Poindron 2005).



En términos generales, las especies precociales paren una o dos crias. Los neonatos nacen
con pelo y pueden mantener su temperatura corporal, su sistema de locomocién esta bien
desarrollado, pueden pararse poco después de nacer y amamantarse de la madre, pero véase
Horrell y Hodgson (1992). En general las madres de especies gregarias se apartan del
rebafio para parir en un lugar apartado lo que sugiere que las madres buscan el aislamiento
que les permita desarrollar un vinculo exclusivo con su cria; e.g. las yeguas -Equus
caballus- que lamen a un neonato ajeno, pueden confundirse y rechazar a su propia cria
(Hersher et al. 1963; Lent 1974; Houpt 2002). En especies precociales, las madres
desarrollan rapidamente un fuerte vinculo con su cria (Terrazas et al. 1999; Lévy y Keller
2009). El establecimiento de este vinculo poco después del parto es esencial para garantizar
que la madre reconocerd y s6lo alimentrara a su propia cria, lo cual es de suma importancia
en los animales que viven en manada y que afrontan la posibilidad de amamantar a una cria
ajena, dejando a la propia sin alimentarse (Poindron 2005), e.g. las ovejas con asnomia no
desarrollan esta selectividad, por lo que se sabe que este reconocimiento esta dado por

pistas olfatorias (Kendrick et al. 1997; Hernandez et al. 2002).

En las especies altriciales, las madres usualmente construyen o adaptan un nido aislado;
en algunas especies las hembras tienen nidos comunales, en el gato puede ocurrir cuando
las gatas pertenecen a la misma colonia (Feldman 1993). En los altriciales en extremo, las
madres paren a varias crias inmaduras; los ojos y oidos se encuentran cerrados, tienen muy
poco control motor sobre sus cuerpos y ademas no termoregulan durante los primeros dias
posnatales; el sistema olfatorio se encuentra fisiologicamente muy bien desarrollado al
nacimiento, incluso en la etapa prenatal, (e.g. en el conejo Hudson y Distel 1983; Bilko
et al. 1994; Semke et al. 1995; Coureaud et al. 2002; en el perro Hepper y Wells 2006; en el
gato Hepper et al. 2012). Debido al poco desarrollo de las crias al nacer, la madre debe
permanecer en el nido durante largos periodos los primeros dias posparto; la madre ademas
de alimentar a sus crias, las provee de calor y las lame con frecuencia, poniéndo énfasis en
el area anogenital para estimular la eliminacion de excretas (Deag et al. 2000). Podria ser
probable que las madres de especies altriciales no tuvieran la necesidad de reconocer a sus

crias, pero si el lugar del nido o escondite; ademas en algunos mamiferos politocos, las



madres cuidan a las crias que se encuentran en el nido aunque no sean propias (Kendrick
et al. 1997; Poindron 2005), aunque Olazabal et al. (2013) sugiere que las madres de
especies altriciales forman lazos similares a las madres de especies precociales con sus

crias.

2) Estructura social de las especies. Las especies solitarias no tienen una fuerte presion
para distinguir entre crias propias y crias ajenas, ya que es poco probable que encuentren
crias ajenas alrededor del nido. En especies politocas las madres pueden aceptar en el nido
crias ajenas y criarlas como propias durante un periodo mas largo en comparacion con las
especies que paren una o dos crias y que aprenden el olor de su cria a las pocas horas
después de parir (Price et al. 1994; Deag et al. 2000). Otro caso es el de las especies
gregarias, en donde la afluencia de crias en determinadas €pocas del afio es grande y las
madres deben distinguir rapidamente a su cria, esto lo observamos en especies precociales

que se unen al grupo social con su neonato (Hersher et al. 1963).

3) Parentesco. El grado de familiaridad entre los miembros del grupo social puede
promover la crianza comunal y el cuidado cooperativo de las crias con lo cual se aumenta la
adecuacion de cada individuo del grupo (Hamilton 1964). Las madres cuidan a las crias
propias y ajenas del grupo lo que permite que algunas hembras puedan realizar otras
actividades. Algunas de las especies politocas tienen crianzas comunales y comparten las
actividades de cuidado de las crias, e.g. degu -Octodon degus- (Jesseau et al. 2009), ratén
comun (Gandelman et al. 1970). En este contexto, las madres no tendrian la presion para

discriminar a sus crias de entre otras del grupo.

El reconocimiento materno desde un punto de vista funcional conlleva la discriminacion
de las crias; entonces la madre puede discriminar a una cria propia de una cria ajena
utilizando cualquiera de los mecanismos disponibles, visual, auditivo u olfatorio (Wolski
et al. 1980; Ferreira et al. 2000). En una forma general, esta distincion en animales
politocos seria la distincion de las crias propias de las crias ajenas, como el caso del cobayo
-Cavia porcellus- en que las madres pudieron distinguir entre su camada y una camada

ajena, usando pistas olfatorias dentro de las 48 horas después del parto (Porter et al. 1973).



Pudiera ser funcional para las madres politocas distinguir individualmente entre dos o mas
crias propias, como parece suceder en ratas -Rattus norvegicus- en donde la madre puede al
menos discriminar entre crias macho y crias hembra en donde d4 un mayor cuidado

parental al lamer mas la zona anogenital de los machos (Moore 1981).

1.4.1 Periodo sensible

Se refiere a un momento determinado en una etapa de vida de un individuo en el cual
puede ser fuertemente influenciado por algun evento (Bateson 1979). Para la madre, este
periodo se refiere a un tiempo particular dentro del periparto durante el cual podra ser
fuertemente influenciada por el contacto con el neonato, lo que afecta el comportamiento
materno. Aparentemente este tiempo estd dado por una transicion entre los controles
endocrinos y sensoriales materno, en las especies donde se ha logrado cuantificar, esta fase
puede durar hasta unas horas después del parto (Poindron et al. 1988; Poindron et al.
2007a). Si bien es cierto que la relaciéon madre-cria existe desde la gestacion, el periodo
perinatal es critico para que exista un reconocimiento entre la madre y su cria,
estableciéndose asi un fuerte lazo entre ellos. Los cambios que se llevan a cabo en el
sistema olfatorio en la madre después del nacimiento, son demasiado radpidos para poder ser

atribuidos a cambios hormonales (Poindron et al. 1988).

Existen diferentes posibilidades para que el reconocimiento olfatorio entre la madre y su
cria pueda desarrollarse. Una posibilidad es que la madre aprende el olor de la cria, en este
caso se debe considerar que la cria tiene una firma olfatoria individual desarrollada desde
antes o al momento del parto; también podria darse esta discriminacion por los fluidos del
parto como el liquido amniotico y el calostro; si la madre lame a la cria, debe considerarse
también el olor de la saliva de la madre. Este lamido puede ser un tipo de “marcaje” o
identificacion del olor de la propia saliva de la madre sobre sus crias por lo que aprende a
reconocer esta etiqueta como ha sido argumentado en el caso de la cabra (Gubernick 1980),
pero véase (Poindron et al. 2007b) Para la cerda -Sus scrofa domesticus- que no lame a los
lechones al nacer; se ha sugerido que las madres discriminan a lechones propios y ajenos

utilizando el olor individual de cada lechon (Jensen 1986; Maletinska et al. 2002).
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Otra posibilidad es el odortipo derivado de la genética individual debido al complejo
mayor de histocompatibilidad expresada, por el cual los padres pueden discriminar y
prefieren crias relacionadas genéticamente a ellas (Yamazaki et al. 2000). Pudiera darse que
solo sea una atraccion al liquido amniotico, ya que la madre, naturalmente repelida por el
olor del liquido amnidtico, sea atraida por ¢l durante el periparto, como en el caso de la
oveja, lo que en consecuencia, la acerca al neonato; a partir de esta atraccion pueden darse

otros mecanismos de aprendizaje (Lévy et al. 1983), pero véase Nowak et al. (2000).

1.4.2 Laovejay su cria

La fuerte conexion que existe entre la madre y su cria fue primero observada en la oveja;
sin embargo, estudios posteriores en otros ungulados han identificado que la cabra y la
yegua forman asimismo una fuerte conexion madre-cria. El neonato del borrego y del
caballo son especies seguidoras, a diferencia del neonato de la cabra que se esconde
esperando por su madre un periodo después de nacer (Wolski et al. 1980; Gubernick 1981;
Poindron et al. 1988; Romeyer et al. 1994; Houpt 2002). Se ha reconocido que en la oveja y
en la cabra, el periodo sensible para que la madre aprenda el olor de su propia cria dura de

dos a cuatro horas después del parto (Nowak y Poindron 2006).

Tschanz (1962) observo que la borrega cimarron -Ovis canadensis - tenia un fuerte
vinculo con el neonato ya que la madre s6lo permitia ser amamantada por su propia cria,
siendo agresiva con crias ajenas; observaron también que la oveja doméstica reconocia
individualmente a su cordero por olor en un periodo temprano de hasta 12 horas posparto.
En la oveja, las madres pueden identificar a su cordero a la distancia por medio de sefiales
visuales y auditivas desde el primer dia posnatal (Ferreira et al. 2000), pero sélo al
acercarse el cordero distinguen entre un cordero propio y uno ajeno utilizando pistas
olfatorias (Poindron y Schmidt 1985). Aun si la madre hace una eleccion incorrecta a la
distancia, ella puede olfatear a la cria para reconocerlo cuando ésta se acerca a la ubre,
antes de permitirle amamantar (Lindsay y Fletcher 1968). Un periodo sensible se ha
confirmado ya que después de una separacion posparto de 12 horas sin permitir a la madre
contacto con la cria resulta en el rechazo por parte de la madre (Poindron et al. 1979). La

madre borrega aprende rdpidamente el olor de su cria; sin embargo, la falta de experiencia
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materna puede alargar este periodo hasta por seis horas en madres primiparas. La
experiencia materna permite que al menos algunos elementos del sistema quimiosensorial
esté mejor preparado a los rapidos cambios que experimenta por la via olfatoria en el
periparto, de igual forma hay un aumento en la sensibilidad en las partes del cerebro

involucradas en este proceso (Kendrick et al. 1997).

Se asume que el término de la conducta de aislamiento de la madre borrega después del
parto, marca el final del periodo sensible dentro del cual ocurre el reconocimiento entre la
madre y su cria. Durante el parto ocurren dos eventos fundamentales que son criticos para
que la madre borrega muestre un comportamiento materno: la estimulacion cervicovaginal
y la estimulacion del bulbo olfatorio principal, lo que aumenta la sensibilidad a las pistas
olfatorias de la cria (Keverne et al. 1983; Poindron et al. 1988). Si a la madre borrega no se
le permite lamer a su cria, pero tiene acceso a su olor dentro del periodo sensible, la madre
aprendera el olor individual del cordero (Poindron et al. 1980; Lévy et al. 1983), por lo que
las madres con anosmia aceptan alimentar crias ajenas ya que pierden la selectividad
materna (Pissonnier et al. 1985). Cuando a la madre no se le permite olfatear a su cria
durante el periodo sensible, la conducta materna comienza a disiparse hasta desaparecer
(Poindron et al. 1980). Este vinculo tan estrecho que se forma entre la oveja y su cria es
considerado una impronta debido a que sucede en un tiempo corto y especifico en el cual la

madre aprende el olor particular de su neonato (Hersher et al. 1963).

1.5 El gato doméstico como modelo de estudio

Los gatos dependen fuertemente del olfato para relacionarse con su ambiente por lo que
es un buen modelo para la investigacion sobre el olfato (Ellis y Wells 2010). Ademas es un
animal de compaiiia que puede ser estudiado en condiciones seminaturales en un ambiente
conocido para ellos y en presencia de los responsables (antes duefos), estan familiarizados
con los humanos lo que permite una cierta manipulacion para realizar las pruebas (cf.
Hudson et al. 2009). Los gatos son carnivoros altriciales que paren a sus crias en un nido y
si no se les molesta, las madres muestran un comportamiento materno natural de acuerdo a
la especie. Adicionalmente, la sincronizacion natural de estros en las gatas y que sea una

especie politoca, permitio el acceso a camadas casi simultdneas. Esto fue importante para la
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realizacion de algunas de las pruebas de olfateo del presente estudio ya que permiti6 tomar
muestras odoriferas de crias de edades similares pero de diferentes madres para

compararlas entre si.

2 Antecedentes

2.1 Comunicacion olfatoria en el gato doméstico

Los gatos utilizan sefiales auditivas y visuales ademas de olfatorias para relacionarse con
el medio que les rodea; ellos poseen glandulas sebaceas cutaneas que producen diferentes
compuestos odoriferos. En el gato adulto, estas glandulas estan distribuidas en zonas
especificas del cuerpo: cabeza, base de la cola y cola, area anal y area interdigital
(Bradshaw 2018), (Figura 3). Los gatos frotan partes de su cuerpo sobre conespecificos,
objetos o personas que coinciden con los sitios en donde se encuentran las glandulas
cutaneas. Se ha observado que marcan con zonas de la cabeza, como la zona perioral o la
barbilla, y con la base de la cola y cola (Overall 2013). Otra forma de marcaje es observada
cuando el gato arafia objetos, de esta forma los gatos dejan una sefial visual y al mismo
tiempo marcan con deposiciones de olor de las glandulas interdigitales. Los objetos
preferidos para marcar con rasgufios son verticales y se encuentran en los sitios de mayor
transito dentro de la zona hogarefia y no se ha observado que lo hagan para delimitarla
(Feldman 1994). Se ha sugerido que en gatos asustados, el sudor producido por estas
glandulas interdigitales produce un comportamiento de escape en conespecificos que

lleguen a captarlo (Pageat y Gaultier 2003).
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EXISTEN NUEVE GLANDULAS ODORIFERAS
IDENTIFICADAS EN EL GATO

Glandulas supracaudal 0oL o

Glandulas pinna

Glandulas temporales

Glandulas del cachete

Glandulas periorales

) Glandulas anales
Glandula submandibular

Glandulas interdigitales

Figura 3. Representacion esquematica de la distribucion de los tipos de glandulas odoriferas del gato
doméstico. Informacién basada en Pageat y Gaultier 2003
Cortesia de Pamela Torres-Penilla

Hasta ahora, se ha logrado la identificacién quimica de algunas fracciones de feromonas
producidas en las glandulas de los cachetes del gato (MacDonald 1985; Pageat y Gaultier
2003), (Tabla 1). Algunas fracciones han sido estudiadas méds ampliamente y se conoce
que las fracciones F3 y F4 estan asociadas con la comunicacion afiliativa (Ellis et al. 2013),
mientras que las pistas odoriferas de las glandulas anales funcionan como una firma

individual y estable que es unica para cada individuo (Miyazaki et al. 2018).
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Tabla 1. Componentes quimicos de las secreciones faciales en el gato doméstico. Tomado de Pageat y
Gaultier 2003. Datos de MacDonald DW (1985) The carnivores: order Carnivora. En: Brown RE,
Macdonald DW (eds) Social Odours in Mammals 2. Clarendon Press, Oxford, pp 619-722

Secrecion Componentes Funcion

F1 Acido oléico, 4cido caprdico, acido trimetilamina 5- Desconocida
aminovalerico, acido n-butirico, acido alfa-metilbutirico

F2 Acido oléico, Marcaje facial sexual
acido palmitico, acido propidnico, acido p- en gatos machos
hidroxifenilacético

F3 Acido oleico, 4cido azelaico, acido pimélico, acido Marcaje facial sobre
palmitico objetos, antagonista

del marcaje de orina
y marcaje por

rasgufos
F4 5 acido beta-colestanico 3 beta-ol, acido oleico, acido Marcaje de
pimélico, acido n-butirico conespecificos,

antagonista de
agresion territorial e
irritacion
F5 Acido palmitico, acido isobutirico, acido 5- Desconocida
aminovalérico, acido n-butirico, acido alfa-
metilbutirico, trimetilamina, dcido azelaico, acido p-
hidroxifenilacético

Ademas de la comunicacion realizada a través de frotamientos, los gatos también realizan
marcaje con heces y orina, una forma de comunicarse con conespecificos dentro de su zona
hogarefia (Bradshaw et al. 2012), aunque aun existen interrogantes sobre el verdadero
significado de la deposicion de estas marcas. El marcaje con orina — que difiere al acto
mismo de miccion en posicion de cuclillas, como normalmente orinan los gatos para
después taparla con sustrato — lo realizan parados y con la cola levantada, arrojando la orina
en forma de espray o aerosol sobre una superficie vertical. En un estudio realizado para
analizar los componentes quimicos de la orina, se estableci6 que la cantidad de cauxina
excretada depende directamente de la especie, el sexo y la edad. La cauxina es un
componente protéico que regula la produccion de felinina, cuyos derivados volatiles se han
identificado como odorantes especificos de la especie y que pudieran representar
feromonas. Se ha sugerido que estos compuestos derivados del cauxin proporcionan a

conespecificos la identificacion del emisor: especie, sexo y edad (Miyazaki et al. 2008).
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La conducta de marcaje con orina en el gato es diferente a otras especies que marcan
sobre el mismo sitio en donde olfatearon la orina del emisor anterior. Si pasa por el sitio
marcado por otro gato, lo olfateara y puede o no, dejar su propia marca de orina sin cubrir
la marca ya existente, quiza esto permita a otros gatos olfatear cada una de las marcas
depositadas. El comportamiento de marcaje con orina también se ha observado en hembras
y no se considera un comportamiento agonistico debido a que al olfatear otras marcas de
orina, los receptores no huyen o no evitan el lugar. Otro método de marcaje es por medio de
las heces; los gatos en forma natural depositan sus heces y las cubren con sustrato, en el
caso de marcaje, depositan una pila de heces en un lugar determinado, vaciando el
contenido de sus glandulas anales en ellas, hasta ahora se ignora el significado de este
comportamiento, ya que contrario a otras especies que delimitan sus territorios de esta
forma, este tipo de marcas no se realiza en los limites sino dentro de la zona hogarefia del

gato (Feldman 1994).

Considerando lo que se sabe de la comunicacion quimica en el gato, estos hallazgos
sugieren la importancia de la comunicacion olfatoria en esta especie, posiblemente

incluyendo la relacion entre la madre gata y sus crias (Arteaga et al. 2013).

3 Objetivo

El objetivo general del presente trabajo fue investigar si las pistas olfatorias son
importantes en el reconocimiento de las crias por sus madres durante el periodo predestete,
en el gato doméstico. Los objetivos especificos para el primer estudio son:
* Determinar si la madre es capaz de distinguir entre crias propias y ajenas.
* Investigar si en este proceso las madres utilizan sefiales olfatorias.

Los objetivos especificos para el segundo estudio son:
* Determinar si la madre discrimina entre las crias de su propia camada.

* Investigar si en este proceso las madres utilizan sefiales olfatorias.
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4 Hipotesis

Las madres pueden reconocer a sus crias utilizando pistas olfatorias.

Las predicciones para los objetivos especificos:
* Las pistas olfatorias pueden ser usadas por la madre para discriminar entre crias
propias y ajenas.
» Las pistas olfatorias pueden ser usadas por la madre para distinguir individualmente

entre las crias de la misma camada.

5 Presentacion de los estudios realizados

En el primer estudio se investigo si la madre gata era capaz de discriminar a crias propias
de crias ajenas en los primeros dias posnatales; se eligié el método de acarreo de crias, una
conducta natural para madres de algunas especies altriciales al encontrar alguna cria alejada
del nido y regresarla, e.g. rata (Beach y Jaynes 1956b). En esta prueba se esperaba que la
madre distinguiera a sus propias crias y las acarreara al nido dejando a las crias ajenas
donde se encontraban; sin embargo, la prueba proveia varias pistas simultaneas: olfatorias,
visuales y auditivas. Cuando se obtuvieron los resultados de esta prueba se decidi6 utilizar

solamente pistas olfatorias utilizando el paradigma de habituacion — discriminacion (Halpin

1986).

Con los resultados del primer trabajo que sefialaban claramente que existia una
discriminacion olfatoria entre crias propias y crias ajenas por parte de la madre gata, en la
primera semana posnatal (Banszegi et al. 2017), surgieron mas preguntas y una de ellas
derivo en un segundo trabajo que fue investigar si las madres eran capaces de discriminar
individualmente a sus crias de la misma camada utilizando pistas olfatorias. El estudio se
realizé en dos periodos: primera y séptima semana posnatal, esto para comparar la
respuesta de la madre en dos diferentes etapas de desarrollo de las crias, pero dentro de la

etapa predestete.
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En este estudio participaron, ademas de las madres gatas, gatos adultos no relacionados
con las crias como control del estudio que se realiz6é con las madres; sorprendentemente,
los gatos adultos si realizaron una discriminacion individual entre las pistas olfatorias de las

crias de la misma camada mientras que las madres no lo hicieron (Jacinto et al. 2019).

Para la realizacion de ambos estudios, el protocolo fue enviado al Subcomité Institucional
para el Cuidado de Animales en Experimentacion UNAM, para su aprobacion en
cumplimiento de las normas €ticas para el trabajo con animales. A continuacion, se

presentan los dos articulos publicados derivados de este trabajo.
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6 Primer articulo publicado

Pueden hacerlo, pero no lo hacen: discriminacion olfatoria entre crias propias y ajenas

en el gato doméstico

Resumen del articulo
El cuidado materno en los mamiferos usualmente tiene un alto costo energético. Para
maximizar su adecuacion, las madres deberian preferentemente cuidar a sus propias crias.
Sin embargo, la mayoria de los estudios realizados sobre el reconocimiento madre-cria se
han enfocado a especies que viven en grupo o colonias y existe muy poca informacioén
sobre la discriminacidon materna en especies mas solitarias. Se ha encontrado que el olfato
tiene un papel importante en la discriminacion madre-cria en varios taxones. Por ello,
nuestro objetivo fue estudiar esto en una especie que evoluciond de un ancestro de vida
solitaria, el gato doméstico. Nos preguntamos si las madres distinguian entre sus propias
crias y crias ajenas cuando cuidaban a sus crias y si las madres utilizaban pistas olfatorias
en el proceso de la discriminacion de las crias. Los resultados del Experimento 1 mostraron
que las madres gatas no discriminaron entre sus propias crias y crias ajenas al momento del
acarreo de las mismas hacia el nido. Las madres trataron a las crias propias y ajenas en una
forma similar respecto a la latencia y el orden de acarreo. Sin embargo, los resultados de los
Experimentos 2 y 3, en donde fue utilizada la técnica de habituacion-discriminacion
olfatoria, mostraron que las madres eran capaces de distinguir entre los olores de sus
propias crias y las ajenas. Discutimos qué factores ecoldgicos o de comportamiento pueden
influenciar la decision de la madre cuando fue enfrentada a discriminar entre su propia cria
y una cria ajena y por qué las madres pudieron no discriminar entre estas crias cuando son
capaces de hacerlo. Nuestros hallazgos apoyan la premisa que estudiar unicamente el
cuidado materno no debe ser utilizado como una medida de reconocimiento de las crias por
la madre y que de igual forma, el cuidado materno de una cria propia y una ajena no debe

ser inmediatamente interpretado como una inhabilidad para discriminar entre ambas crias.

Permiso de reimpresion otorgado por Springer Nature licencia No. 4671510563043
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7 Segundo articulo publicado

Discriminacion olfatoria entre hermanos por madres y gatos adultos ajenos:
Jagrupar o dividir?
Resumen del articulo:

Las madres gatas pueden discriminar entre sus propias crias y crias ajenas utilizando el olor
del cuerpo de las crias. En este estudio nos preguntamos si las madres podrian también
distinguir en forma individual entre sus propias crias de una misma camada utilizando el
olor de su cuerpo. Realizamos tres experimentos usando la técnica de habituacion-
deshabituacion con el olor de crias de una y siete semanas de edad y ambos sexos. En el
Experimento 1, no encontramos evidencia de que las madres discriminaran entre sus
propias crias a cualquier edad cuando fue presentado tres veces el olor de una cria (ensayos
de habituacion) y después el olor de una cria diferente (ensayo de deshabituacion o
discriminacion), incluso cuando la cria donadora fuera de sexo diferente. En el
Experimento 2, los gatos adultos no relacionados y de ambos sexos distinguieron
individualmente entre el olor de las crias de siete semanas de edad, pero no en crias de una
semana. En el Experimento 3, las madres distinguieron individualmente entre el olor de las
crias de una camada ajena en una forma similar que en el experimento anterior. Concluimos
que las crias de una misma camada poseen firmas odoriferas individuales que pueden ser
discriminadas por gatos adultos no relacionados. Estas pistas toman algun tiempo en
desarrollarse en las crias, pero que no son discriminadas por su propia madre, al menos no
durante el periodo antes del destete. Las madres posiblemente perciben y responden al olor
aprendido del “nido” u “olor de camada” que es compartido por todas las crias de la misma
camada o bien, la madre puede categorizar los olores individuales de las crias con una
etiqueta de “cria propia”. El hecho de que las madres no discriminaran entre los olores de
sus propias crias, y si lo hicieran entre el olor individual de crias de una camada ajena
sugiere que las madres gatas tienen la capacidad para dividir cognitivamente la informacioén
olfatoria y de responder en forma diferente a los olores. Esto podria indicar que existen

diferentes niveles de procesamiento de la informacion olfatoria.

Permiso de reimpresion otorgado por Springer Nature licencia No. 4671510823080
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8 Discusion general

Los estudios con las madres del gato doméstico fueron realizados durante una etapa
importante para la relaciéon madre-cria, el periodo posparto. No se encontrd informacion
sobre el periodo sensible en esta especie que pudiese sugerir el momento adecuado para
realizar las pruebas de discriminacion olfatoria de las crias, ni tampoco si las crias poseian
algtn olor distintivo o desde cuando lo tenian. Se sabe que en algunos ungulados las
madres pueden discriminar entre el olor de crias propias y ajenas apenas unas horas después
del parto (revision en Nowak et al. 2000), en la cerda se ha identificado que discriminan el
olor individual de los neonatos desde el primer dia posnatal (Maletinska et al. 2002). En el
caso de las hembras de mamiferos altriciales como la gata, que paren dentro de un nido, se
considerd que en los primeros dias las madres podrian aprender el olor de sus propias crias.
En la primera prueba realizada, la de acarreo, las madres tuvieron una mayor duracion
olfateando a las crias ajenas en comparacion con las propias, aunque acarrearon crias
propias y ajenas, como sucedi6 en pruebas con ratas (Beach y Jaynes 1956a); tal vez esta
diferencia en el olfateo de las crias podria deberse al olor novedoso de las crias ajenas.
Ademas, la prueba mostrd una menor latencia de la gata al recobrar a sus propias crias en
comparacion con las ajenas, aunque esta diferencia no fue significativa; las madres del
raton espinoso -Acomys cahirinus- mostraron un resultado similar cuando las madres eran
alimentadas con una dieta diferente, ya que se ha sugerido que esta diferencia entre el olor
de las camadas esta relacionada con la dieta de las madres (Doane y Porter 1978). En esta
misma prueba de acarreo que se realizd, las madres gata no mostraron discriminacion al
acarrear a las crias al nido lo cual fue consistente con los resultados de otro estudio llevado
a cabo en condiciones de laboratorio con el gato doméstico (Ohkawa y Hidaka 1987). Sin
embargo, en las pruebas de acarreo que realizamos era evidente que la gata percibia pistas
auditivas y visuales, ademas de las olfatorias por lo que no era claro a qué estimulos

respondia la madre.
El objetivo de este trabajo fue investigar la discriminacion utilizando pistas olfatorias

unicamente. Para cumplir con nuestro objetivo se utiliz6 el paradigma de habituacion-

deshabituacion olfatoria y fue durante estas pruebas que observamos que la madre gata se
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habituaba al olor de crias diferentes, aunque propias; lo que sugiri6é un olor comun a la
camada. Se ha observado que en borregas con partos gemelares que aprenden la firma
olfatoria de una de sus crias, son capaces de reconocer a la segunda cria propia, aunque no
haya tenido contacto con ella desde el parto, por lo que no le fue posible aprender su firma
olfatoria directamente; este reconocimiento olfatorio de la segunda cria sugiere un olor
comun a ambas crias (Porter et al. 1991; Wyatt 2010; Corona y Lévy 2015). Derivado de
los resultados de habituacion de la madre con diferentes crias propias obtenidas en el
primer estudio (Béanszegi et al. 2017), surge la idea del segundo experimento en el que
utilizando el mismo paradigma para investigar la duracion olfateando, se le presentan a la
madre dos estimulos odoriferos diferentes provenientes de dos crias propias distintas. Ya
que el primer estudio sugeria un olor comun a todas las crias durante la primera semana
posnatal en que se llevo a cabo el primer estudio, este segundo estudio investigé dos
periodos diferentes predestete: se volvio a probar a las gatas en la primera semana posnatal
y un segundo periodo ya cerca del destete que ocurre naturalmente, la séptima semana
como ocurre en la ardilla de tierra - Spermophilus beldingi- cuyas crias tienen una firma
odorifera distintiva una vez que emergen del nido (Mateo 2006). En este ultimo periodo, se
esperaba discriminacion olfatoria por parte de las madres. Los resultados mostraron que las
madres no distinguieron individualmente entre las pistas olfatorias de sus propias crias a la
séptima semana posnatal, mientras que gatos y madres no relacionadas si lo hicieron
(Jacinto et al. 2019), esto sugiere la posibilidad de que las gatas s6lo distinguieron el olor
de camada. Los grupos de individuos de una misma familia pueden compartir un olor
debido a su semejanza genética. También es comun que los individuos que viven en el
mismo lugar compartan la misma dieta lo que podria influir en el olor de la colonia (Leon
1974; Halpin 1986; Patris et al. 2008) e incluso este olor comun podria ser debido al
marcaje continuo con glandulas odoriferas entre conespecificos (Bradshaw y Cameron-
Beaumont 2000; Ellis et al. 2013); los gatos que viven en colonias comparten un olor
comun lo que les permite identificar a sus miembros evitando comportamientos agonisticos
(Crowell-Davis et al. 2004); este olor de colonia ha sido identificado también en otros
carnivoros como el tejon europeo -Meles meles- (Buesching et al. 2003) y la hiena moteada

- Crocuta crocuta- (Theis et al. 2012).
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El gato doméstico tiene glandulas odoriferas distribuidas a lo largo del cuerpo, incluso se
han identificado las feromonas secretadas por las glandulas faciales, aunque atn se
investiga la utilidad de algunas de ellas, para el gato (Pageat y Gaultier 2003).
Recientemente, fueron analizadas las secreciones de las glandulas anales en el gato, las
cuales se mantuvieron quimicamente estables durante el tiempo y producen un olor
individual particular o firma odorifera que permite a conespecificos discriminar a los
sujetos por medio de su olor (Miyazaki et al. 2018); la firma odorifera llamada en inglés
Signature mixtures fue definida por Wyatt (2010) como “muchas moléculas del perfil
quimico de un animal que es aprendido por otros animales permitiéndoles distinguir
individuos o colonias”; entonces, es posible que las secreciones de las glandulas anales en
el gato puedan ser el origen de la firma individual odorifera; sin embargo, no puede
descartarse que puedan estar también involucrados una mezcla de diferentes glandulas
odoriferas o el genotipo individual (factores intrinsecos) como también la microbiota de la
piel y del intestino, el tipo de dieta y el ambiente (factores extrinsecos). En el caso de la
firma odorifera en las crias de gato, ademas de la posibilidad de la produccién de las
glandulas odoriferas considerando que no se conoce cuando empiezan a ser funcionales,
estan los factores maternos que pueden estar involucrados en la mezcla odorifera de la cria,
tales como el olor del vientre materno, secreciones de glandulas sebaceas, calostro, leche,
saliva, liquido amniotico y olores ambientales propios del lugar del nido, ademas de las

excreciones de las crias (Brennan y Kendrick 2006).

(Qué mecanismos son los que llevan a las madres a compartimentar las diferentes
mezclas odoriferas de la cria?, no lo sabemos. ;Cual es el proceso cognitivo que lleva a la
madre a discriminar a las crias por una determinada pista olfatoria? En un estudio de
discriminacion olfatoria realizado con el hamster dorado -Mesocricetus auratus-, que posee
diferentes olores distintivos provenientes de diferentes partes del cuerpo, se tomaron
muestras de cada uno de estos olores. Los hamster receptores que no conocian al donador,
trataron cada pista olfatoria como el de un donador diferente. Mientras que los receptores
que conocian al donador, distinguieron que los diferentes olores del cuerpo, pertenecian en
si, a un mismo individuo. Este estudio sugiere que la percepcion de firmas olfatorias es

compleja y que es posible que esta firma provenga de varias fuentes del donador. Varias
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pistas odoriferas pueden ser producidas por diferentes glandulas o diferentes partes de un
mismo animal (Johnston y Bullock 2001). Podria ser que la integracion de la mezcla de
olores d¢ al receptor una “imagen” completa del donador. Los gazapos de conejo doméstico
-Oryctolagus cuniculus- de 3-8 dias posnatales son capaces de diferenciar entre dos pistas
olfatorias diferentes: el olor individual de la madre y olor de la especie. Esto sugiere que en
animales con el sistema olfatorio desarrollado pueden tener varios niveles de procesamiento
olfatorio (Patris et al. 2008). Los conejos son capaces de procesar las mezclas olfatorias y
tal vez hacer distincion entre ellas, lo que puede contribuir al proceso de discriminacion
entre conespecificos o bien diferenciar a un sujeto especifico (Hudson y Vodermayer 1992;
Coureaud et al. 2011). Si estas firmas olfatorias deben ser aprendidas para que sea posible
distinguir entre cada uno de los donadores conespecificos, es probable que este proceso sea
realizado por el sistema olfatorio principal, aunque no puede descartarse la participacion

del sistema vomeronasal o bien, ambos (Wyatt 2010).

En la madre oveja se ha observado actividad en el bulbo olfatorio principal durante
periodos de aprendizaje de la firma olfatoria de la cria; ademas de aprenderlo, la madre
debe recordarlo para reconocer a su cria. Esta memoria olfatoria en la madre oveja ocurre
en varias regiones del cerebro como la amigdala cortical y medial y en los coértices frontales
(Brennan y Kendrick 2006; Poindron et al. 2007a; Keller y Lévy 2012). En algunas
especies como la oveja y la rata, se sabe que el sistema olfatorio principal contribuye al
proceso de la discriminacion individual de las firmas odoriferas de las crias (Corona y Lévy
2015). En nuestro estudio, durante la realizacion de las pruebas de discriminacion olfatoria
de las crias con gatos adultos no relacionados, se observo la presencia de la conducta de
Flehmen en algunos de los gatos receptores lo que sugiere la utilizacion del sistema
vomeronasal al investigar las muestras con los olores de las crias; sin embargo, la conducta
de Flehmen ha sido histéricamente asociada a la conducta sexual en el gato y otras especies

(Hart y Leedy 1987).
El estudio de la comunicacidon quimica en mamiferos ha logrado algunos avances en las

ultimas décadas, aunque hasta ahora sabemos muy poco de los procesos cerebrales sobre

como se perciben olores ecolégicamente significativos. Al mismo tiempo, sabemos muy
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poco acerca del comportamiento del gato doméstico, a pesar de ser un animal de compaiiia
de creciente importancia, cuyo nimero ha rebasado los 600 millones de gatos viviendo
entre los humanos a nivel mundial (Driscoll et al. 2009); a pesar de esto, la comunicacion
quimica en el gato es aiin un area incipiente. El trabajo aqui presentado fue realizado con
gatos en condiciones seminaturales con variables que no fueron estandarizadas como podria
suceder en un ambiente controlado de laboratorio. Los gatos criados en laboratorio, en
comparacion con los gatos libres de caminar, han mostrado una discapacidad para aprender
a discriminar estimulos visuales y asociar imagenes, ademas de demostrar respuestas
tardias a las pistas auditivas (Wikmark y Warren 1972; Zernicki 1993; Zernicki 1999); esto
muestra como un ambiente de crianza limitado puede influenciar la habilidad perceptual en

la vida adulta.

Los gatos que participaron en nuestro experimento tienen acceso libre a las diferentes
habitaciones de su casa, viven con sus responsables y tienen diferentes condiciones de
alimentacion, juego, descanso y ambito hogarefio, aunque en su mayoria se trata de gatos
de interiores. Adicionalmente a las condiciones de los adultos, las madres tuvieron acceso a
un sitio aislado y seguro en donde establecieron un nido. Durante el posparto fueron libres
de convivir, cuidar y amamantar a sus crias, con la minima intervencion del humano. Las
madres permitieron la manipulacion de las crias desde los primeros dias posnatales por
parte de sus cuidadores sin que esto les causara un cambio en el comportamiento, como ya
se ha observado en otros estudios (Hudson et al. 2009; Raihani et al. 2009). Para realizar las
pruebas de discriminacion olfatoria, algunas veces se tuvo que pasar mas tiempo en la casa
del gato hasta que pudiera acostumbrarse a la presencia del investigador; jugando,
ofreciendo alimento y mostrando los hisopos. Se requiri6 cierta flexibilidad en los horarios
de pruebas, pues se intentd coincidir con los periodos de vigilia de cada gato. Por ello, un
aspecto importante fue buscar la participacion de gatos amigables con personas extrafas,
aun con esta condicidon a cumplir, se tuvieron que reemplazar a algunos sujetos debido a
que no se acercaron libremente a la investigadora o al hisopo, (cf. Pongracz et al. 2019).
Una posibilidad en caso de gatos poco amigables, podria ser la capacitacion del responsable
para realizar la prueba de olor, haciéndo énfasis en que el gato no debe ser forzado de

forma alguna a oler el hisopo.
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Los estimulos odoriferos en el &mbito hogarefio del gato han recibido poca atencion hasta
ahora; se sabe que ciertos olores pueden desestabilizar su ambiente olfatorio y que estas
perturbaciones pueden contribuir a la presentacion de problemas de comportamiento, e.g.
desinfectantes y limpiadores como el cloro o odorantes ambientales artificiales (Bradshaw
2018). Los comportamientos de tipo sexual, maternal, social y alimentario estan
fuertemente influenciados por estimulos odoriferos por ello, si hablamos de bienestar en el
gato, éstos deben ser considerados (Nielsen et al. 2015). El bienestar debe ser integral y
abarcar todas las etapas de la vida de un individuo, incluida el periodo de lactancia y
desarrollo de las crias. Conocer acerca de los procesos quimiosensoriales en la relacion
madre-cria nos da la oportunidad de aplicar medidas adecuadas y en consonancia con su
comportamiento natural, e.g. en los procesos de adopcion de crias huérfanas en el gato por
una madre nodriza coloquialmente, se ha sugerido bafiar en orina de la madre nodriza a la
cria antes de colocarla en el nido. Pero las madres aceptan a las crias -al menos en las

primeras semanas posnatales- sin necesidad de enmascarar su olor (observacion personal).

El gato doméstico es una especie que no requiere pertenecer a un grupo para sobrevivir,
un ejemplo son los gatos solitarios que pueden cazar de forma independiente (Crowell-
Davis et al. 2004; Bradshaw et al. 2012). Sin embargo, el gato muestra también una
plasticidad para vivir en un grupo social intraespecifico (MacDonald et al. 1987;
Mirmovitch 1995; Yamane et al. 1996; Macdonald et al. 2000; Crowell-Davis et al. 2004;
Bradshaw et al. 2012; Turner 2014), por lo que se considera también como un animal social
facultativo que puede mostrar niveles de comportamienso social no obligado (Vitale Shreve
y Udell 2015). Estos grupos llamados colonias o clanes tienen una cohesion social muy
variable y su formacion dependera de la disponibilidad de alimento, de refugio y de pareja.
Es en estos grupos cuando los gatos muestran un comportamiento afiliativo hacia
conespecificos y aunque un olor de colonia no ha sido totalmente demostrado, se sugiere
que estos grupos sociales comparten un olor comun (Bradshaw y Cameron-Beaumont
2000). Se ha sugerido que glandulas odoriferas juegan un papel importante en la cohesion
de los clanes de gatos y que puede influenciar en la sepacion tanto de las colonias como de

individuos (Bradshaw 2016).
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Aun queda mucho por saber acerca de las diferentes sefiales de las glandulas odoriferas
en el gato, por ejemplo conocer la edad en que aparece la firma olfatoria de las crias y si
esta permanece constante a lo largo del desarrollo hasta la madurez del individuo. Con este
trabajo, se ha dado un primer paso, aunque no conocemos coOmo ocurre la relacion entre la
madre y sus crias, si sabemos que la madre puede discriminarlas de crias ajenas. Los
resultados sugieren que al menos hasta el destete la madre considera a su camada como una
unidad y probablemente no hace distinciones individuales de cada cria por su olor. Conocer
mas acerca de qué tan dindmica puede ser esta mezcla odorifera puede ayudar a entender
mejor la dindmica en los grupos sociales de gatos en los clanes que se forman
espontaneamente. Y tal vez podria ayudar a resolver la dindmica quimiosensorial en estos
grupos formados forzadamente por humanos en donde se han observado repetidos

comportamientos agonisticos, e.g. albergues de gatos, casas multigatos.

9 Conclusiones y perspectivas

Durante este estudio, el propoésito se ha cumplido: hoy conocemos mas sobre el papel del
olfato en la relacion madre-cria en el gato. La madre realiza la discriminacion olfatoria
entre crias propias y ajenas; igualmente acepta en el nido crias ajenas durante la primera
semana posnatal de sus crias. Aunque otros gatos puedan discriminar entre las firmas
odoriferas de las crias en un periodo antes del destete, la madre no lo hace, probablemente

dandole mayor significado al olor de camada.

Aunque no conocemos, ¢ incluso no sabemos si existe, el periodo sensible de la madre,
los resultados sugieren que al menos estaria comprendido antes de la primera semana
posnatal para el aprendizaje del olor comun en las crias. Es probable que la gata aprenda
posteriormente la firma odorifera de cada cria y las “catalogue” como parientes o
familiares, qué tan pronto después del parto ocurriria este proceso también podria influir en
que la madre gata tenga un periodo finito para aceptar una cria ajena en el nido; se ha
sugerido que la cohesion de la colonia en el gato doméstico esta influenciada por la
cooperacion entre hembras, casi siempre emparentadas, quienes le dan la estructura social

al grupo (Crowell-Davis et al. 2004); por lo tanto la mezcla odorifera podria contener algun
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estimulo olfatorio que sirviera de identificacion. Podria ser que el olor de camada perdurara
en las crias atin después de dejar el nido e independientemente de su firma odorifera
individual o que, una vez fuera del nido el olor de camada no fuera importante para la
madre o bien, que funcionalmente este olor de camada permita tanto a la madre como a los
miembros de la camada identificar un olor familiar, en el caso de que este olor perdurara y

fuera estable en el tiempo.

Aun quedan muchas preguntas en relacion con la comunicacidén quimica y su papel en el
reconocimiento madre-cria. ;Cuanto tiempo le lleva a la madre aprender el olor de camada
de sus crias? ;Cual es la fuente del olor de camada? ;Qué tan rapido las madres aprenden el
olor individual de sus crias? Y por otra parte ;qué tan rapido las crias desarrollan olores
corporales distintivos, en el caso de que todos se desarrollen en un mismo periodo de
tiempo? En este contexto podemos suponer que si los olores corporales de las crias estan
dados por glandulas odoriferas, éstas podrian estar influenciadas por el metabolismo y tal
vez como se ha sugerido en otras especies, la dieta de las crias tenga un papel importante en
el olor comun o el olor de camada (Doane y Porter 1978; Patris et al. 2008). Es posible que
la firma odorifera en el gato adulto esté solamente regulada por las glandulas de la piel o
que haya contribucion de otro tipo de olores provenientes del cuerpo del gato, como por
ejemplo la saliva al acicalarse e incluso la saliva de conespecificos cuando son acicalados
por otros miembros del clan. ;Podria la saliva tener algun efecto que pudiera contribuir a la
mezcla de olores de la firma olfatoria? ; Tendria influencia el grado de acidez o alcalinidad

de la saliva e incluso la microbiota normal de la boca del gato?

Existe la posibilidad de que las crias de gato aprendan tanto el olor de camada como la
firma olfatoria de sus hermanos. Aunque no sabemos si este olor distintivo de las crias
identificado en nuestro estudio por gatos no relacionados sea la “firma odorifera definitiva”
o si esta podria cambiar a medida que las crias lleguen a la etapa adulta. También podria ser
que los cambios hormonales tengan influencia en la mezcla odorifera de las crias. Bajo este
contexto también podria ser que esta “primera” firma odorifera de las crias permaneciera
constante a lo largo de la vida del gato y simultdneamente, otros olores pudieran sumarse a

la mezcla odorifera. Ante esta posibilidad ¢los conespecificos serian capaces de
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discriminar los componentes que conforman la mezcla odorifera y clasificarlos dando
mayor peso a alguno de ellos segun el contexto, como sugiere el resultado del segundo
estudio con las madres? ;Es posible que el gato adulto utilice diferentes niveles cognitivos
para obtener informacion “relevante” del ambiente y conespecificos? e.g. adulto vs. cria,

hembra vs macho, familiar vs no familiar.

Hasta ahora, no tenemos informacion acerca de la ruta que siguen las firmas odoriferas, o
el olor de la camada o de los individuos en el sistema olfatorio del gato, incluso si la firma
odorifera individual y el olor de camada siguen la misma via de procesamiento hacia el
cerebro. Podria ser que en la madre gata el olor de la cria estimule la via del sistema
vomeronasal, en otras especies se ha observado la conducta de Flehmen al olfatear a su cria
lo que sugiere la via accesoria del sistema olfatorio, e.g. yegua (Tyler 1972), cabra
(Poindron et al. 2007b); o bien sean procesados por el sistema olfatorio principal, sin
descartar que ambos sistemas estén involucrados como ocurre con algunos odorantes
comunes en el ratdn doméstico (Xu et al. 2005). Sin embargo, seria un gran error extrapolar
lo que sabemos sobre las vias de percepcion de otras especies e inferir que ocurre igual en
el gato, ya que existen diferencias en el sistema olfatorio, incluso entre especies cercanas

(Mucignat-Caretta et al. 2012).
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Abstract Mammalian maternal care usually comes at a
large energetic cost. To maximize their fitness, mothers
should preferentially care for their own offspring. How-
ever, the majority of studies of mother—offspring recogni-
tion have focused on herd- or colony-living species and
there is little information on maternal discrimination in
more solitary-living species. Olfaction has been found to
play a major role in mother—offspring recognition across
various taxa. Therefore, our aim was to study this in a
species evolved from a solitary-living ancestor, the
domestic cat. We asked whether cat mothers distinguish
between their own and alien offspring when providing
maternal care, and whether cat mothers use olfactory cues
in the offspring discrimination process. Results of Experi-
ment 1 showed that cat mothers do not discriminate
between own and alien young when retrieving them to the
nest. They treated own and alien young similarly with
respect to latency and order of retrieval. However, the
results of Experiments 2 and 3, where we used an olfactory
habituation-discrimination technique, showed that mothers
were able to distinguish between the odours of their own
and alien kittens. We discuss what ecological and/or
behavioural factors might influence a mother’s decision
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when faced with discriminating between own and alien
young, and why mothers might not discriminate between
them when they are able to do so. Our findings support the
view that maternal care alone should not be used as a
measure of offspring recognition, and equal maternal care
of own and alien young should not be immediately inter-
preted as an inability to discriminate between them.

Keywords Domestic cat - Felis silvestris catus -
Habituation-discrimination technique - Mother—offspring
discrimination - Olfactory communication - Retrieval test

Introduction

For mammalian mothers, maternal care comes at a large
energetic cost; lactation in particular can nearly triple a
mother’s caloric requirements (Gittleman and Thompson
1988). Therefore, evolutionary theory suggests that to
maximize their fitness, mothers should preferentially care
for their own offspring (Hamilton 1964b) and thus should
be able to recognize them. If a mother indiscriminately
cares for both her own and unrelated offspring, this could
elevate even further her energetic requirements, exposing
her to greater risks of debilitation, injury or even death and
thereby reducing her fitness and future fecundity (Konig
et al. 1988; Clutton-Brock et al. 1989; Neuhaus and Pel-
letier 2001; Koivula et al. 2003). Also for the mother’s own
offspring, it can be costly for maternal care to be diverted
to alien offspring, if as a result they do not receive the
resources (e.g. milk or protection) needed for adequate
growth and development (Fleming and Rauscher 1978;
Horrell and Bennett 1981; Mappes et al. 1995; Andersen
et al. 2011).
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Olfactory cues have been found to play an important
role in mother—offspring recognition in a variety of mam-
mals. The majority of these studies have focused on herd-
or colony-living species which are usually synchronized,
seasonal breeders, e.g. bats (Gustin and McCracken 1987),
goats and sheep (review in Poindron et al. 2007), degus
(Jesseau et al. 2008), pigs (Maletinska et al. 2002), dogs
(Hepper 1994) and also humans (Porter et al. 1983; Kaitz
et al. 1987), and where for mothers identifying their own
young among the group is a daily, recurring task. In con-
trast, to our knowledge there is almost no study or available
information on mother—offspring olfactory recognition in
solitary-living species. This is understandable since moth-
ers of solitary species are unlikely to encounter alien young
and thus should rarely have to distinguish them from their
own. We found only one study in the literature on the
domestic cat. Ohkawa and Hidaka (1987) reported that it
seems the mothers of this species do not have the ability to
discriminate their own kittens from alien ones. However,
this study was conducted under artificial laboratory con-
ditions of extremely high animal density. Nevertheless,
even in solitary species the ability to recognize kin can be
important at later life stages, e.g. to avoid inbreeding
(Bateson 1983; Pusey and Wolf 1996) and/or to be more
tolerant during a reencounter or even to participate in
cooperative behaviour (Hamilton 1964a, b; West et al.
2002). However, as mentioned above, it is rather difficult—
almost impossible—to observe and compare a solitary
mother’s behaviour with her own and with alien young
under natural conditions.

Here we propose the domestic cat (Felis silvestris catus)
as a model species to study mother—young olfactory com-
munication in a carnivore evolved from a solitary-living
ancestor (Felis silvestris lybica). Cats can be kept and
experimented with under semi-natural free-ranging condi-
tions, and mothers readily permit the handling and
manipulation of newborn young by familiar caretakers
(Hudson et al. 2009; Szenczi et al. 2016), thereby providing
an exception to the difficulties in observing and conducting
research with solitary carnivores. Although cats do not
construct nests or dens, they are adept at hiding their kit-
tens in refuges (referred to here as “nests”) providing
protection from weather, predators and potentially infan-
ticidal males (MacDonald et al. 1987; Pontier and Natoli
1999). The domestic cat is a seasonal breeder; females give
birth synchronously to their litters in spring and sometimes
to a second one at the end of summer. Litter size usually
varies from 3 to 5 (Hall and Pierce 1934; Mellen 1993;
Schmidt et al. 2007), although 1-10 kittens have also been
reported (Jemmett and Evans 1977; Deag et al. 1987). The
domestic cat is generally considered a facultatively solitary
species; in low-density populations, adult females usually
live alone (Spotte 2014). However, under high density or
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laboratory conditions, nest sharing and communal rearing
of kittens may also occur (Lawrence 1980; Feldman 1993),
although under such conditions high rates of abortion and
kitten mortality have been reported (Ohkawa and Hidaka
1987).

Even for a less social mammal like the cat, chemical
cues are an important means of conspecific communication
(Verberne and de Boer 1976; Wolski 1982). Cats have a
variety of scent glands distributed over their body (cheeks,
abdomen, paws, above the tail and near the anus; Feldman
1994; Ellis et al. 2013), and with these they frequently
mark objects in their surroundings (Overall 2013). During
conspecific encounters, cats routinely sniff each other’s
faces and especially each other’s anogenital area (own
observation). Cat mothers also sniff and lick their kittens
upon entering the nest, focusing particularly on their
anogenital area, at least in part to help them to eliminate
(Rosenblatt 2010; Hart and Hart 2013). It therefore seems
that chemical cues play an important role in the cats’ daily
life and in the development of the mother—offspring
relationship.

Here we studied two aspects of maternal discrimination
in the domestic cat: firstly, whether cat mothers distinguish
between their own and alien kittens, and second, whether
cat mothers use olfactory cues in the discrimination pro-
cess. Since it is known that in several species maternal
selectivity develops rapidly—even within hours of giving
birth (Porter et al. 1973; Hudson and Mullord 1977,
Poindron et al. 2007)—we carried out our experiments at
an early lactational age.

General methods
Study sites and animals

The 19 domestic cat mothers (12 mix breed, 4 Persian, 2
Bengal, 1 British short hair, age from 1 to 4 years) par-
ticipating in this study were kept as pets in private homes in
Mexico City and had recently given birth to their litters.
We worked with mothers which had a litter size of at least
3 kittens (mean litter size: 4.3 £ 0.28 SEM range from 3 to
7). All mothers had access to separate rooms within their
homes to raise their offspring. Ten of them were free to
leave the house and the garden at will, and the other 9 were
kept indoors. Seventeen of them lived with other con-
specifics in the same home. They were fed daily with
commercial canned cat food and received regular treatment
against parasites. Water, milk, dried cat food and sand
boxes were always available. Owners were asked to pro-
vide the mothers with a commercial foam cat bed (oval,
68 x 57 cm) placed within a large cardboard box
(60 x 80 x 70 cm) with a small floor-level opening (22 x
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27 cm) as a nest. Kittens were weighed at birth and daily
thereafter to check for normal growth. We performed 3
experiments as reported below. In all experiments, we tried
to use same-age own and alien kittens, but as this was not
always possible we set the maximum acceptable age dif-
ference between the two types of kittens at 3 days. Since
not all the owners consented to all the tests, the sample
sizes differed between the experiments. All the experi-
ments were conducted in the mother’s room, near her nest,
by an experimenter who the mothers were familiar with.
All experimental trials were video recorded using a
static high-definition wide-angle camera (GoPro 4 Session,
GoPro Inc., CA, USA) for further analysis. Behavioural
variables were coded using Solomon Coder (Péter 2015).

Experiment 1: retrieval to the nest
Methods

We conducted retrieval tests with 12 mothers (5 multi-
parous, 5 primiparous and 2 of unknown reproductive
history). Each mother was used only once in a retrieval test.
We used 2 of the mothers’ own and 2 alien kittens in all
trials. The test was performed when the older litter was
7 days old. When choosing the test kittens from the litters,
we tried to match their sex and colour whenever possible.
Alien kittens were transported together in a plastic con-
tainer lined and covered with cloth from their own nest.
Since cat mothers spend considerable time away from their
offspring even at this age, and the kittens were kept warm
and in the company of their sibling, they did not show
apparent distress during transportation such as vocalizing
(Hudson et al. 2015). Kittens were never transported for
more than 15 min. The brief experimental separation of
mothers and young did not appear to adversely affect the
mothers’ behaviour or the kittens’ development.

Tests were performed at a time when the mother had
spontaneously left the nest site and the room. One exper-
imenter—with whom the mother was familiar—entered the
room and placed in alternating order 2 alien and 2 own
kittens approximately 1 m from the entrance of the nest in
separated plastic containers (16 x 27 cm), leaving 25 cm
between kittens (Fig. 1a). The containers were necessary to
restrain the kittens since even at such an early age they are
quite mobile and can crawl on flat surfaces. The rest of the
test mother’s own kittens were left in the nest. After the
experimenter positioned the kittens in the containers, she
walked to the farthest corner of the room and stayed there
motionless. Within seconds, the kittens started emitting
separation cries, which prompted the mothers to return
quickly to the room. The test lasted until the mother
retrieved all the kittens back to the nest, or for 5 min after

Fig. 1 The three experimental situations. a Retrieval test setup.
b Presentation of kittens’ anogenital area. ¢ Presentation of general
kitten body odour on a cotton swab

the last retrieval, or for 5 min after the mother entered the
room but retrieved no kittens. After the test, the kittens
were returned to their proper nest.

We measured the latency, frequency and duration of the
mothers investigating (sniffing) each kitten and the latency
and order of retrieving kittens into the nest. Normally
distributed data were analysed using linear mixed models
(LMM) with mothers’ identity as a random factor. Non-
normally distributed and count data were analysed with
generalized linear mixed models (GLMM) with Poisson
error distribution and with mothers’ identity as a random
factor. P values were extracted by Wald Chi-square tests
(type II). All statistical analyses were done using the pro-
gram R, version 3.3.1 (R Core Team 2016), and all linear
models were performed using the package Ime4 (Bates
et al. 2015).

Results and discussion

Kittens started to vocalize within seconds when placed
individually in the plastic test containers. After entering the
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room, the mothers almost immediately started sniffing the
kittens (mean latency to sniff the first Kitten:
1.58 s £ 0.26 SEM, mean latency to sniff all kittens:
20.2 s £ 5.4 SEM) and continued to investigate them
(mean duration of sniffing: 6.53 s £ 0.95 SEM), even
returning to each kitten several times (mean frequency of
sniffing a kitten: 3.36 s £ 0.40 SEM). However, we found
no difference in mothers’ behaviour toward own and alien
kittens except mothers tended to investigate alien kittens
earlier and longer (Table 1). These slight, yet significant
differences in the latency and duration of the first exami-
nation of the two types of kittens suggest that upon entering
the room, mothers noticed (perhaps by olfactory or vocal
cues) there were unfamiliar kittens present and so they
investigated those first.

However, 7 of the 12 mothers retrieved all 4 Kkittens, 2
only retrieved 2 kittens (in both cases 1 own and 1 alien
kitten), and the other 3 mothers did not retrieve any. Thus,
only the data for the 9 mothers retrieving kittens are given
in Table 1. We found no significant difference in the
latency to retrieve own and alien young (mean latency to
retrieve a kitten: 168.2 s & 25.7 SEM) nor in the order to
retrieve them (Table 1).

These results are consistent with the previous findings of
Ohkawa and Hidaka (1987) that cat mothers do not dis-
criminate between own and alien offspring; they retrieve
them equally. Several studies have shown that mammalian
mothers—including humans—allonurse and provide
maternal care to offspring other than their own (Packer
et al. 1992; reviews in Hayes 2000; Konig 2006; Hewlett
and Winn 2014) and that this phenomenon is more com-
mon in litter-bearing mammals and carnivores compared to
other taxonomic groups (Packer et al. 1992; MacLeod and
Lukas 2014). Our findings on the domestic cat confirm
these observations, as a generally solitary, litter-bearing
carnivore.

This nevertheless raises the question whether mothers
who provide nondiscriminative maternal care are in fact

Table 1 Results of statistical tests for behavioural variables in
Experiment I: response of mothers to own versus alien kittens

Variable Own Alien 12 P
Sniff—latency 29.5 £ 10.2 10.9 £ 3.14 391 0.048*
Sniff—frequency 32 +£0.59 35+054 021 0.65
Sniff—duration 55+ 1.27 7.6 £ 144 425 0.039*%
Retrieve—latency  152.4 +40.0 199.8 £423 029 0.59
Retrieve—order 22 +£0.24 27+£026 113 029

Response of mothers (n = 9) to own and alien Kkittens (mean =+
SEM). P values were extracted by Wald Chi-square tests (type II)
following linear mixed models. Detailed information on the statistical
methods is given in the text

* Statistically significant differences (a0 = 0.05).

@ Springer

able to distinguish between their own and alien offspring?
Several studies have shown that although in some mam-
malian species mothers have the ability from an early
lactational age to discriminate between own and alien
young using olfactory cues, they do not do so when pro-
viding maternal care, e.g. in degus (Ebensperger et al.
2006; Jesseau et al. 2008), mice (Ostermeyer and Elwood
1983) and pigs (Maletinska et al. 2002). Therefore, in a
second experiment we were interested to know whether cat
mothers show similar behaviour, namely, are able to dis-
criminate between own and alien offspring, and if yes, do
they use olfactory cues to do so?

Experiment 2: anogenital inspection
Methods
Habituation-discrimination technique

In the second and third experiments, we used the olfactory
habituation-discrimination technique, which was first used
by Schultze-Westrum (1969) and subsequently by many
others to test olfactory discrimination abilities in mammals
(reviews in Halpin 1986; Todrank and Heth 2003)
including human infants (Houston-Price and Nakai 2004).
In the habituation-discrimination procedure, the test animal
is presented with an odour (habituation odour) for either an
extended period or over repeated trials. During this phase,
the subject’s interest in the odour should decrease due to
habituation. Next, a different odour (test odour) is pre-
sented in the same way to the same test animal. If the
subject is able to differentiate between the two types of
odour, the time spent investigating the test odour increases
compared to the previous habituation odour.

Test procedure

Thirteen cat mothers participated in this study (7 multi-
parous, 5 primiparous and 1 of unknown reproductive
history). Eight of them had also participated in the first
study. In each test, we presented 3 different kittens from
the mother’s own litter (habituation trials), followed by
presentation of an alien kitten. During this second experi-
ment, we presented kittens to the mothers which they were
not able to see apart from the kittens’ anogenital region,
and which they were only allowed to sniff. The kittens
were presented in the following way: the experimenter
gently wrapped them individually in clean, unscented cloth
in such a way that only their anogenital region was exposed
(Fig. 1b). The experimenter presented each Kkitten’s
anogenital region to the mother, allowing her to sniff it.
Each trial lasted until the mother turned her head away.
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Approximately 10 s elapsed between the trials to allow for
changing the kittens. Sniffing was defined as the mother
having her nose within 1 cm of the stimulus, with nostrils
moving and whiskers directed forward towards the kitten.
Each mother was used only once in this experiment.

As in Experiment 1, we tried to match the sex and colour
of the own and alien kittens whenever possible. The test
was performed when the older litter was 8 days old. All
kittens remained silent to the human ear during the tests. If
the mother also participated in the previous or the fol-
lowing experiment (see below), we tried to use different
own and alien kittens during the present experiment inas-
much as the litter sizes allowed.

Close-up videos of the mothers’ faces were recorded
using high-definition cameras (GoPro 4 Session) in narrow
field-of-view settings placed approximately 50 cm from the
animals’ heads. We analysed the time the mothers sniffed
in each trial, that is, how long the mothers investigated
each stimulus kitten. Data were tested for normality with
the Shapiro-Wilk test and with Levene’s test for
homoscedasticity. Data were analysed using repeated-
measures analysis of variance (RM ANOVA) followed by
Tukey HSD post hoc tests.

Results and discussion

Mothers spent a decreasing amount of time sniffing their
own kittens’ anogenital region, but then sniffed signifi-
cantly longer when we presented them with an alien kitten
(RM ANOVA followed by Tukey HSD post hoc tests, F(3,
36) = 17.4, P < 0.0001; Fig. 2).

Results of Experiment 2 showed that the cat mothers
could discriminate between own and alien kittens even
though the kittens were apparently silent (at least for the
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Fig. 2 Time spent by cat mothers investigating kittens. Mean =+
SEM of the time (s) mothers (n = 13) spent in olfactory investigation
of own and alien kittens’ anogenital region. Letters indicate
significant differences (P < 0.05) as reported by Tukey HSD post
hoc tests following application of a repeated-measures ANOVA

human ear) and the mothers were only allowed to examine
the kittens’ anogenital region; the mothers sniffed an alien
kitten’s anogenital region significantly longer than their
own Kkittens’ anogenital region, suggesting that the alien
kitten’s scent was distinct from that of their own kittens. A
further notable result of Experiment 2 was that during the
first phase (habituation), the mothers sniffed their own 3
kittens for decreasing, but almost equal amounts of time.
Perhaps this was because mothers have a general olfactory
concept of their own litter as a whole, rather than of each
kitten individually (see in mice: Ostermeyer and Elwood
1983). Since the current experiments were not designed to
investigate the mechanism by which cat mothers discrim-
inate between own and alien offspring, this question
remains open for future research.

As in Experiment 2 we used live kittens, we cannot rule
out the possibility that the mothers used cues other than
smell to discriminate between own and alien kittens (e.g.
visual: mothers might have recognized the anogenital
regions of their own kittens, or have used ultrasonic
vocalizations; Hartel 1975). We therefore conducted a third
experiment in which we presented mothers only with
(possible) kitten olfactory cues.

Experiment 3: general body odour
Methods

Eleven cat mothers participated in this experiment (7
multiparous, 3 primiparous and 1 of unknown repro-
ductive history). Five of them had also participated in
both previous experiments, and 3 had also participated in
Experiment 2. Since no information is available on the
development of the scent glands of young kittens, we
collected whole body odour assuming that at least some
parts of the kitten produce biologically relevant odours.
The test was performed when the older litter was 9 days
old. Each kitten was rubbed with a dry, sterile cotton
swab stick (15 cm long; Deltalab S.L., Spain; Fig. 2¢) 5
times on its back, stomach, axilla, anogenital area and on
both sides of the face. The swab was then sealed in its
cover and used within 10 min. As in the previous
experiments, we tried to match Kkittens’ age and sex
whenever possible.

Similarly to Experiment 2, the experimenter presented
one by one the first three swabs that had been rubbed on
the mother’s own but different kittens, followed by a
swab that had been rubbed on an alien kitten, and allowed
her to sniff each one (Fig. 1c). A trial lasted until the
mother turned her head away. Approximately 5 s elapsed
between the trials to allow changing the swabs. Each
mother was used only once in this experiment. Video
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recordings and data analysis were similar to the previous
experiment.

Results and discussion

Mothers spent a decreasing amount of time sniffing swabs
that had been rubbed on their own kittens, but then sniffed
significantly longer at the swab that had been rubbed on an
alien kitten (RM ANOVA followed by Tukey HSD post
hoc tests F(3, 30) = 8.67, P < 0.001; Fig. 3).

The results of Experiment 3 confirmed that cat mothers
are indeed able to distinguish own from alien young using
only olfactory cues. However, and perhaps surprisingly, in
the habituation phase of Experiment 3 the mothers spent
significantly longer sniffing the first cotton swab presented
to them with their own kitten’s smell than they did smelling
their first kitten itself in the habituation phase of Experi-
ment 2. We think that this might have been because the
cotton swab itself was a novel object for them, or had a
particular smell, and its novelty caused an increase in
investigation time.

General discussion

The results of Experiment 1 clearly show the cat mothers
did not differentiate between own and alien young when
retrieving them to the nest (consistent with Ohkawa and
Hidaka 1987). However, this does not necessarily mean cat
mothers cannot distinguish between own and alien young
(Experiment 2) or that they may use olfactory cues to do so
(Experiment 3; in contradiction to the conclusion of
Ohkawa and Hidaka 1987). Our findings are consistent
with previous reports on other mammalian species where
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Fig. 3 Time spent by cat mothers investigating the cotton swabs.
Mean + SEM of the time (s) mothers (n = 11) spent in olfactory
investigation of own and alien kitten-scented cotton swabs. Letters
indicate significant differences (P < 0.05) as reported by Tukey HSD
post hoc tests following application of a repeated-measures ANOVA
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mothers did not discriminate between own and alien off-
spring when providing maternal care, but did discriminate
when presented only with odour cues of the young
(Ostermeyer and Elwood 1983; Maletinska et al. 2002;
Ebensperger et al. 2006; Jesseau et al. 2008). In summary,
our findings suggest cat mothers have the ability from an
early lactational age to distinguish between the scent of
their own and alien offspring, but in practice treat them
equally.

So if mother cats have the ability, why didn’t they dis-
tinguish between own and alien young in Experiment 1?7
Lack of differentiation could have been due to the vocal-
ization of the kittens outside the nest, which would have
several implications for a mother. The basic function of
separation cries is to elicit attentiveness and trigger care-
giving behaviour (Murray 1979; Newman 2007). Similarly
to other species, in the domestic cat, kittens’ vocalizations
increase the probability of the mother returning to and
retrieving the young into the nest (Haskins 1977, 1979; also
in our experiment). Even in humans an infant’s cry is such
a strong stimulus that it can immediately activate certain
regions of a mother’s brain (Lorberbaum et al. 2002; Sei-
fritz et al. 2003; Sander et al. 2007; De Pisapia et al. 2013)
and cause physiological changes such as a rise in temper-
ature of the mammary glands (Vuorenkoski et al. 1969).
Therefore, the presence of a Kkitten crying near the nest
might have had such a strong motivational effect on the
mothers that it overrode other sensory cues and the
mother’s need to discriminate (Maletinska et al. 2002).

Here we would like to add a note. To explore further the
effect a vocalizing kitten outside the nest has on cat
mothers, we performed a preliminary test with 3 of the
mothers several months later (when they had new litters)
using a dummy “kitten” (an IKEA soft toy mouse, GOSIG
MUS) in which we implanted a small wireless speaker. The
dummy was placed inside the nest when the mothers gave
birth to imbue it with the scent of the nest, and on post-
natal day 7, at a time when the mother had voluntarily left
the nest, we placed the dummy next to the nest and began a
playback of pre-recorded kitten separation cries. All
mothers ran to the nest site within seconds and sniffed the
dummy. One mother immediately retrieved the dummy
into the nest, another attempted to pick it up (although
failed to retrieve it), and the third became very agitated,
entered the nest and growled until we stopped the play-
back. Although anecdotal, these observations suggest that
kittens’ cries are such powerful stimuli for mother cats that
they can trigger a retrieval response, even of an inanimate
object.

From an ecological perspective, a kitten crying outside
the nest might pose a threat to the whole litter by attracting
predators or potentially infanticidal conspecifics and hence
requires rapid intervention by the mother. As a solitary
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animal, if a cat mother encounters a Kitten outside her nest,
it is most likely her own. Even if the mother detects that a
kitten is not hers, it could be advantageous for her to
rapidly retrieve—and therefore silence—any crying kitten
outside her nest (Beecher 1991; Sherman et al. 1997).
Mothers can perhaps also tolerate a certain level of error
(misdirected feedings)—which seems to be the case par-
ticularly in polytocous mammals (Packer et al. 1992; Pusey
and Packer 1994)—as long as their own progeny receive
adequate maternal care (Beecher 1991). Finally, there is no
negative feedback (Muul 1970) when a cat mother retrieves
a kitten that is not her own, but only positive reinforce-
ment—namely, the kitten becoming silent.

Horrell and Hodgson (1992) found sows spent twice as
long sniffing alien piglets compared to their own and proposed
this could have an adaptive function if spending more time to
gather information could help an uncertain sow decide whe-
ther a piglet is hers. In the present study, the results of
Experiments 2 and 3 showed that the mothers sniffed an alien
kitten’s anogenital region or whole body odour significantly
longer than their own kittens’, suggesting the alien kitten’s
odour was distinct from that of their own kittens. Even in
Experiment 1, mothers were quicker to sniff alien kittens and
sniffed them longer than their own kittens although this had no
apparent effect on their retrieval behaviour.

The possible source of the odours which makes the kittens
distinguishable could be intrinsic and/or extrinsic. One
probable intrinsic source could be one or more of the kittens’
scent glands. As we mentioned in the Introduction, cats have
a variety of scent glands distributed over their body and they
use these glands to mark objects in their environment,
probably as a means of conspecific communication. How-
ever, beyond this almost nothing is known about the devel-
opment or function of these scent glands, including to what
extent they are involved in the mother—young recognition
process. Since mothers did not differentiate between their
own kittens’ scents (Experiments 2 and 3), it suggests that the
whole litter has a general scent rather than each kitten being
individually distinguishable. Perhaps their scent glands do
not even function (or do not fully function) at this early age,
though in adults they might be used for individual recogni-
tion. An extrinsic source of such odours could be the mother
herself. Since she licks the kittens frequently, perhaps she
recognizes the scent of her own saliva on her kittens and
discriminates it from an alien mother’s scent on an alien
kitten. Another possible source of extrinsic scent is that the
kittens carry particles from their environment (nest site)
which result in them smelling similar to each other as a litter,
but different from alien litters from a different site.

To our knowledge, this is the first study to examine the
existence of maternal offspring discrimination by means of

olfactory cues in a solitary carnivore. Other, highly social
members of the carnivore family such as lions (Pusey and
Packer 1994), seals (Fogden 1971) and domestic dogs
(Hepper 1994) have already been studied in this respect,
and it has been found that mothers in these species are able
to distinguish between own and alien young, probably
using olfactory cues. Since the domestic cat is considered a
solitary species, in nature mothers will rarely find them-
selves in a situation where they must discriminate between
own and alien young. Yet from an evolutionary perspec-
tive, it could be interesting to investigate whether this
failure is a result of domestication or a general character-
istic shared with the domestic cat’s presumed wild ances-
tors (F. silvestris lybica, F. silvestris silvestris). Perhaps
functionally relevant discrimination between own and alien
young only occurs at a later age when offspring emerge
from the nest (Holmes 1984), and the costs and benefits of
discriminating have changed (Hayes et al. 2004). Even if
mothers don’t need to apply this ability during the lacta-
tional phase, it might be important at a later stage when
they might reencounter their offspring, e.g. to avoid
inbreeding (Pusey and Wolf 1996).

In conclusion, if a mammalian mother nurses and cares
for her own and alien young in the same manner, this
should not be immediately interpreted as an inability to
discriminate between them (Holmes and Mateo 2007). We
would also like to draw attention to the idea that maternal
care (e.g. nursing or retrieval) alone should not be used as a
measure of maternal recognition or discrimination of off-
spring (Jesseau et al. 2008, 2009). For a better under-
standing of the mother—offspring relationship, it is
important to take into account in test design and the
interpretation of the results of past and future studies that
mothers can care for alien offspring even when they are
capable of distinguishing them from their own.

Ethics approval: All applicable international, national
and/or institutional guidelines for the care and use of ani-
mals were followed. Throughout the study, animals were
kept and treated according to the Guide for the Care and
Use of Laboratory Animals of the National Institutes of
Health, USA, and the National Guide for the Production,
Care and Use of Laboratory Animals, Mexico (Norma
Official Mexicana NOM-062-200-1999), and with approval
by the Institutional Committee for the Care and Use of
Experimental Animals (CICUAE) of the Faculty of
Veterinary Medicine and Animal Science of the UNAM. In
addition, the animals were under regular supervision by
two qualified veterinarians from the Veterinary Faculty,
National University of Mexico, associated with our cat
program. This article does not contain any studies with
human participants performed by any of the authors.
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Abstract

Mother cats can discriminate between their own and alien kittens using kittens” body odour. Here we ask whether they can
also distinguish between body odours of kittens from the same litter. We conducted three experiments using the habitu-
ation—dishabituation technique with the odour of 1- and 7-week-old kittens of both sexes. In Experiment 1, we found no
evidence that mothers discriminated among their own kittens of either age when presented three times with the odour of
one individual (habituation trials) and then with the odour of a different individual (dishabituation or discrimination trial),
even when the donor kittens were of different sex. In Experiment 2, alien adults of both sexes distinguished between 7 but
not between 1-week-old litter mates. In Experiment 3, mothers distinguished between unknown litter mates in a similar and
age-dependent manner to the animals of Experiment 2. We conclude that litter mates possess individual odour signatures
that can be discriminated by adult cats, that these cues take some time to develop, but are not discriminated by their own
mother, at least not during the pre-weaning period. Mothers possibly perceive and respond to a learned “nest”/litter odour
shared by all litter mates or categorize the individual odours of their kittens as belonging to an “own kitten” category. That
mothers did not discriminate between the odours of their own kittens but did so between individual kittens of alien litters
suggests that different levels of processing olfactory information exist in mothers’ ability to cognitively partition and dif-
ferentially respond to such odours.

Keywords Domestic cat - Felis silvestris catus - Habituation—dishabituation technique - Individual recognition - Odour
discrimination - Olfaction

Introduction

For many mammals, olfaction undoubtedly plays an
important part in the regulation of mother—young rela-
tions. This has been shown in numerous studies across a
range of taxa and functional contexts (Arteaga et al. 2013;
Corona and Lévy 2015; Lévy and Nowak 2017). One of
the best studied of these contexts is the ability of moth-
ers to discriminate between own and alien young using
olfactory cues—along with other cues—enabling them to
allocate costly maternal care preferentially to their own
offspring (Hamilton 1964). In many cases mothers appear
able to distinguish between own and alien young by scent
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1987), carnivores (Hepper 1994; Béanszegi et al. 2017),
and humans (Porter and Moore 1981; Porter et al. 1983a;
Kaitz et al. 1987; Roberts and Eryaman 2017).

However, less attention has been given to the question
whether in polytocous species bearing litters of altricial
young, mothers discriminate among members of the same
litter using olfactory cues. This could function to allow
mothers to allocate care preferentially to particular indi-
viduals or categories of individuals. One indication of this
is evidence that in several rodent species mothers discrimi-
nate between male and female young and allocate more
care such as anogenital licking to males (Moore 1981;
Moore and Samonte 1986; Clark et al. 1989; Koskela et al.
2009). In ground squirrels (Spermophilus beldingi), using
chromatography and behavioural sniffing tests by conspe-
cifics, it has been found that juvenile litter mates possess
distinctive odour signatures by the time they emerge from
the burrow (around postnatal day 25; Mateo 2006). Thus,
if individual young, even from the same litter, possess
unique odour types, mothers are possibly able to discrimi-
nate among them using such cues, at least at some period
during development.

The domestic cat (Felis silvestris catus) provides a
good opportunity to investigate this further. Adult cats
use chemical communication in the regulation of various
aspects of their social lives; they possess a variety of odif-
erous skin glands, they display various marking behav-
iours associated with depositing the products of these as
well as urine and faeces in their environment (Verberne
and de Boer 1976; Wolski 1982; Feldman 1994; Crowell-
Davis et al. 2004; Overall 2013), and they can discriminate
between individual conspecifics based on the odours of the
secretions of such glands (e.g. Miyazaki et al. 2018). Fur-
thermore, in a previous study we found that mother cats
can distinguish between the odours of their own and alien
kittens, although this ability is not necessarily reflected in
selective maternal care since we found that cat mothers
retrieve own and alien kittens into their nest with the same
frequency and latency (Banszegi et al. 2017).

The aim of the present study was therefore to investi-
gate whether mother cats are able to distinguish between
the body odour of individual kittens from the same litter.
Since our previous work showed that mothers’ true dis-
criminative abilities can be masked or overridden by the
kittens’ behaviour (e.g. vocalization) and/or by mothers’
motivational state (Banszegi et al. 2017), in the present
study we used only olfactory cues from the kittens to test
mothers’ discriminatory abilities and behaviour. Addition-
ally, we tested the response of alien adult male and female
cats to see whether they would discriminate between body
odour of kittens from the same litter so as to exclude pos-
sibly confounding motivational factors of the mothers.

@ Springer

General methods
Study sites and animals

Adults and kittens were mixed breed domestic cats except
for one adult Maine Coon and three adult British Short-
hair. Details of sample sizes, reproductive status and age
of adults, and the number of odour-donor kittens are given
for each of the three experiments below. All were pets kept
in private homes in Mexico City. Adult responders were
tested in their home environment in a room that was famil-
iar to them, and with informed consent of their owners. All
tests were conducted when the kittens were 1- and 7-weeks
old; the latter is during the weaning period, just before
the kittens were given away as pets. We chose to test the
cats’ response to 1-week-old kitten odours because in our
previous study we found that even at this early age the
mothers were able to distinguish between odours of own
and alien kittens. We included the later age to maximize
the possibility that kittens had acquired individual body
odours (olfactory “signatures”), that mothers could have
learned to discriminate these, and even alien cats with no
prior contact with the kittens might also be able to do so.

Olfactory testing

To test adult cats’ response to the body odour of indi-
vidual litter mates we used the olfactory habituation—dis-
habituation technique, a well-established method to test
olfactory discrimination ability in mammals [reviews in
Halpin (1986), Todrank and Heth (2003); see also Jesseau
et al. (2008)] and as we previously used (Banszegi et al.
2017). In this procedure the test animal is presented with
an odour (habituation odour) for either an extended period
or across repeated trials. During this phase the subject’s
attention to the odour, e.g. typically time spent sniffing
it, should decrease due to habituation. Next, a different
odour (dishabituation odour) is presented in the same way
to the same test animal. If the subject is able to distinguish
between the two types of odour stimuli, the time spent
sniffing the new (dishabituation) odour will be greater
compared to the previous presentation of the habituation
odour. Thus, in the present study the subjects, either the
kittens’ own mother or alien adult cats, were presented 3
times with 3 samples of whole body odour from the same
kitten collected on 3 different 15-cm-long dry, sterile cot-
ton swabs (Deltalab S.L., Spain), and then with an odour
sample from a different but same (“same-sex” condition),
or opposite-sex (“different-sex” condition) kitten from
the same litter (see details for each experiment below).
Since to our knowledge no information is available on the
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development of scent glands in young kittens, we collected
whole body odour assuming at least some parts of a kit-
ten’s body might produce individual, biologically relevant
odours. Separate swabs were used for each trial from each
donor kitten. Odour samples were collected by rubbing
swabs in a standardized manner each 5 times across both
sides of the donor kitten’s face, back, axilla, ventrum and
anogenital area. The swabs were then returned to their
airtight plastic covers. In Experiment 1 in which mothers
were tested with odours of their own Kittens the swabs
were used within 10 min of odour collection. In Experi-
ments 2 and 3 in which adult cats were tested with the
odour of alien kittens the swabs were usually used within
30 min of collection but not later than 1 h. During trans-
port the swabs were placed in an insulated bag containing
an ice-pack.

The tests were performed by an experimenter familiar to
the cats and in the presence of an assistant who filmed the
procedure in a standardized manner holding a video camera
approximately 150 cm from the animal’s head. The cats were
presented with the swabs while unrestrained on a table or on
the floor, with each swab held immediately in front of, but
not touching, their nostrils. The animals were unrestrained to
avoid struggling behaviour from affecting olfactory inspec-
tion of the swabs as well as possible influence of the handler.

Behavioural analysis

For each trial the duration of sniffing was defined as the cat
having its nose within 1 cm of the tip of the swab accompa-
nied by movement of the nostrils and often with whiskers
directed forward [see Fig. 1 in Banszegi et al. (2017)]. The

trial ended when the cat turned its head away. Approximately
5 s elapsed between trials while the swabs were changed.
All trials were video recorded with a high-definition cam-
era (Sony HDR-CX405) for further analysis. Behavioural
variables were coded using Solomon Coder (Péter 2015).
To assess inter-rater reliability, 128 of the total 644 trials
(20%) were randomly chosen and analysed by two of the
experimenters, blind to the type of trial. We calculated the
intraclass correlation coefficient (ICC) using the R package
irr (Gamer et al. 2012) and obtained R;--=0.836 which is
considered very good agreement.

Data treatment and statistical analysis

Responder cats sometimes became distracted, did not
respond to the odour stimuli in any visible manner, or
walked away from the setting of the experiment, resulting
in unequal numbers of subjects across conditions and age
classes. Statistical analyses were performed using the soft-
ware Statsoft STATISTICA 10.0 (IBM Corp. 2011). All data
were log-transformed and tested for normality of distribution
using Shapiro—Wilk tests and with Levene’s test for homo-
scedasticity. We performed repeated measures-analyses of
variance (RM ANOVA) followed by Tukey HSD post hoc
tests in the case of significance. An alpha of <0.05 was
taken as the level of significance.
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Experiment 1: olfactory discrimination
by mothers between kittens of their own
litter

Since in a previous study (Banszegi et al. 2017) we found
that mothers could discriminate between own and alien
kittens using only olfactory cues, here we asked whether
they could also distinguish between odours of individual
members of their own neonatal and weanling litters.

Methods

Nine primiparous and eight multiparous mothers from 1
to 5 years of age were tested in this experiment. One week
after their kittens were born, 15 mothers were successfully
tested in the “same-sex” condition and 13 in the “different-
sex’” condition. Similarly, on the 7th week after the kittens
were born, 16 mothers were tested in the “same-sex” con-
dition and 14 in the “different-sex” condition. Approxi-
mately equal numbers of male and female kittens were
used in each of the conditions and the order of presenting
the two conditions was balanced across mothers.

Results and discussion

When testing the odours of 1-week-old kittens, analysis of
the data from the “same-sex” condition showed a signifi-
cant difference in the mothers’ sniffing duration across the
4 trials (RM ANOVA: F(3,42)=6.71, P=0.0008). Tukey
post hoc tests reported significant habituation across the
3 trials from the same kitten, but no dishabituation in
response to the odour from a different kitten. In the “dif-
ferent-sex” condition the results were similar. Although
we found a significant difference in sniffing time across
the 4 swabs (F(3,36)=4.11, P=0.013), the post hoc tests
reported a significant decrease in sniffing time indicat-
ing habituation only between the first and the remaining
three trials and thus no indication of dishabituation in the
fourth trial.

The same pattern was seen in the mothers’ response to
their 7-week-old kittens’ odours. In the “same-sex” condi-
tion, RM ANOVA reported a significant difference in snift-
ing duration across the 4 trials (F(3, 45)=3.84, P=0.016),
and Tukey post hoc tests reported a significant decrease
in sniffing time between the first and third swab indicat-
ing habituation to these same-kitten stimuli. However, as
before, no significant difference was found between the
sniffing duration of the third swab and the fourth swab
from a different kitten contrary to the expected effect of
dishabituation in response to the odour of a different kitten
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(Fig. 1a). In the “different-sex” condition no significant
difference in the duration of sniffing was found across the
four trials (F(3,39)=2.34, P=0.09; Fig. 1b).

In summary, the results of this experiment did not pro-
vide evidence that mother cats distinguish among their
kittens from the same litter using olfactory cues, and even
when the kittens were close to weaning age and were of
different sex; that is, following the third trial habituation
phase we did not observe a significant increase in the dura-
tion of sniffing in response to the new, “dishabituation”
odour from a different litter mate.

There are at least five explanations for this result. First,
kittens at the young ages tested here may not yet have
developed distinctive individual odours enabling mothers
to discriminate among them, perhaps because the various
skin glands used by the cat for chemical communication
had not yet matured (cf. Feldman 1994; Miyazaki et al.
2018). Second, the kittens may have acquired a common
“nest” or litter odour with which the mothers were familiar
and to which to some extent they were already habitu-
ated before the start of testing. Thus, any distinction in
the odour of the different kitten presented on the fourth
trial was possibly “masked” by the overall litter odour and
provided no new information of relevance to the mothers.
Third, it could have been a form of phenotype matching
in which mothers perceived some correspondence between
their own odour and that of their kittens (Halpin 1991).
Fourth, mothers might have learned the individual odours
of each of their kittens but grouped these together into one
category of “own kittens”, resulting in reduced interest in
distinguishing between them (cf. Porter and Moore 1981).
And finally, there is the possibility that the method of test-
ing was not sufficiently sensitive to detect mothers’ ability
to distinguish between their individual kittens.

To begin to investigate these possibilities we conducted
a second experiment in which we tested the response of
alien, non-maternal cats to the odours of litter mates, using
the same habituation—dishabituation paradigm.

Experiment 2: olfactory discrimination
between litter mates by alien adults

By testing alien adults with no prior contact with the donor
kittens we aimed to examine the possibility that the kittens
indeed have individually distinct odour signatures when
not masked by the possible maternal behaviour mentioned
above. If the case, it would mean whereas mothers lump
the odours of their own kittens—by whatever mecha-
nism—into one “own kitten” category, alien cats should
distinguish between the odours of individual litter mates.
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Methods

A total of 33 adult cats from 1 to 9 years of age (18 females,
one sexually intact, and 15 males, two sexually intact) were
tested using donor kittens from four litters. The paradigm
was the same as for Experiment 1; that is, when the kittens
were 1-week-old body odour was collected from them, and
unfamiliar adult cats were tested in the “same-sex” condition
(n=19) and “different-sex” condition (n=17). The proce-
dure was repeated when the kittens were 7 weeks old and
23 adult cats were tested in both conditions. Approximately
equal numbers of male and female kittens were used as scent
donors in each of the conditions and the order of presenting
the two conditions was balanced across the adult responders.

Results and discussion

As for the mothers in Experiment 1, when alien adults were
presented with swabs from 1-week-old kittens they sniffed
these briefly for several seconds and showed a significant
difference in duration of sniffing across the four swabs in
both the “same-sex” and “different-sex” conditions (F(3,
54)=3.14, P=0.032 and F(3, 48)=4.45, P=0.008, respec-
tively). Tukey post hoc tests reported a significant decrease
in the duration of sniffing of the first swab compared to
the subsequent swabs, indicating habituation. However, in
neither of the conditions was a significant difference in the
duration of sniffing between the third and fourth (different
kitten) trials observed, that is, no evidence was found for
discrimination between the odour of litter mates at this early
age.

In contrast, the adult cats’ behaviour was different in
response to swabs from 7-week-old kittens. As shown in
Fig. 2, in both the “same-" and “different-sex” conditions
the adult responders sniffed the swabs in general for around
6-8 s, and so considerably longer than the mothers in Exper-
iment 1 in response to kittens of the same age, although
with greater variance. In the “same-sex” and “different-sex”’
condition RM ANOVA s reported a significant difference
in sniffing duration across the four trials (F(3, 66)=4.26,
P=0.008 and F(3,66)=12.2, P=0.0001, respectively), with
Tukey post hoc tests reporting a significant decline in the
duration of sniffing indicating habituation across trials 1 and
3. However, and in contrast to the results from week 1, for
both conditions Tukey post hoc tests reported a significant
increase in sniffing duration between trials 3 and 4, indi-
cating dishabituation and thus discrimination between the
odours of litter mates (Fig. 2).

In summary, the results of the two conditions provide evi-
dence that adult cats with no experience of the body odour of
kittens (other than of their own siblings during early devel-
opment) can discriminate among individual litter mates, at
least when these have reached 7 weeks of age. This was the
case despite the heterogeneity of the responding adults in
terms of sex, age, and reproductive status (gonadally intact
or neutered).

Based on the findings of the present experiments we
can tentatively conclude that adult cats can distinguish
between the body odours of alien litter mates, although
apparently not when these are 1 week old, and that they
do not need previous experience of the kittens to do so.
This suggests that with the approach of weaning, kittens
have developed individual odour signatures and that the
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habituation—dishabituation technique used here is adequate
to demonstrate this. In addition, the present results suggest
the lack of discrimination among individual kitten odours by
the mothers in Experiment 1 may indeed have been because
(1) of the mothers’ familiarity with a common nest or lit-
ter odour and this deflecting their attention from individual
differences, or similarly (2) by mothers perceiving a cor-
respondence between their own and their kittens’ odour, or
(3) mothers having learned the individual odours of each of
their kittens and grouped these together into one category
of “own kitten”.

Experiment 3: olfactory discrimination
by mothers between kittens from alien
litters

To further investigate these possibilities, that is, that moth-
ers’ familiarity with some form of common litter odour, phe-
notype matching, or categorization of individuals’ odours as
“own kittens” reduced mothers’ motivation to discriminate
among their kittens, we conducted a third experiment using
alien litter mates as odour donors.

Methods

We tested 12 mothers from 1 to 3 years of age, 6 primipa-
rous, 6 multiparous, using kittens from 8 litters. Using the
same paradigm as in Experiments 1 and 2, we tested the
response of mothers to the body odours of individual kittens
from alien litters, but only used the “same-sex” condition
(n=10 with 1-week-old kittens’ odour, n =11 with 7-week-
old kittens’ odour). Approximately equal numbers of male
and female kittens were tested. We used only one condition
after finding in Experiment 2 that the sex of the different
individuals in trial 4 had little apparent effect on the outcome
and because of the difficulty in obtaining parallel mothers
and alien litters of similar age and sex composition to imple-
ment both the “same-sex” and “different-sex” conditions.
We tried to collect scent from kittens which were of the
same age as the mothers’ own Kkittens, but as this was not
always possible we set the maximum acceptable age differ-
ence between the kittens to 3 days.

Results and discussion

When mothers were presented with swabs from 1-week-
old alien kittens they sniffed them for several seconds but
showed no significant difference in the duration of sniffing
between any of the swabs (F(3,27)=1.76, P=0.18). How-
ever, as shown in Fig. 3, when the mothers were presented
with swabs from 7-week-old alien litter mates, they sniffed
the swabs for around 4-10 s, and so considerably longer
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Fig.3 Time spent by cat mothers sniffing cotton swabs with odour
from two siblings from alien litters (trials 1-3 with swabs from
the same Kkitten, trial 4 with a swab from a different kitten from the
same litter). Donor kittens were males and females but of the same
sex across the four trials (n=11 mothers), means+0.95 CI. Differ-
ent letters indicate significant differences among trials (P <0.05)
as reported by Tukey HSD post hoc tests following application of a
repeated-measures ANOVA

than the mothers in Experiment 1, although with large vari-
ance. Furthermore, a RM ANOVA reported a significant
difference in sniffing duration across the four trials (F(3,
30)=11.7, P=0.0001) and with Tukey post hoc tests report-
ing significant differences between trials 1 versus 2 and 3
(indicating habituation) and between trials 3 and 4 (indicat-
ing discrimination).

The results confirm those of Experiment 2 showing that
adult cats can discriminate among weanling litter mates
using individuals’ body odour alone. Since this was the case
for mothers when presented with body odour of alien kittens
of the same age as their own litters, the results also support
the interpretation of the negative finding of Experiment 1
that mothers did not distinguish among their own young
possibly because these shared common odour cues famil-
iar to the mother or that mothers had learned the odours of
the individuals and categorized all as “own kittens”. These
results also confirm that possibly kittens do not have indi-
vidually distinct odours at an early age (1 week) or that these
are so weak a shared litter odour masks them. To produce
a sufficiently distinct odour signature may take time during
early development possibly, for example, associated with the
development of scent glands.

General discussion

Returning to the main aim of the study, to investigate
whether mother cats can distinguish between the body odour
of litter mates, the present results suggest they can, at least
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when the kittens are several weeks of age and are not their
own. Thus, in Experiment 1 mothers did not distinguish
between the odours of their own kittens and even when the
odour stimuli were from kittens of different sex, but did so
in Experiment 3 when the stimuli were from individuals of
alien litters. These results, together with previous findings
(Banszegi et al. 2017), suggest that kittens from the same
litter share a general litter odour but also have individually
distinct odours both of which are probably used in chemical
communication between conspecifics.

As mentioned above (Experiment 1, results and discus-
sion), there are several possible explanations for the intui-
tively puzzling result of mothers not distinguishing among
their own kittens, while they do so among alien litter mates.
With this series of experiments we were able to exclude
some explanations, but still three possibilities remain. One
is that mothers might have learned a general “nest” or litter
odour carried by all their kittens Familiarity with such a
shared odour (cf. O’Riain and Jarvis 1997; Bradshaw and
Cameron-Beaumont 2000; Safi and Kerth 2003; Crowell-
Davis et al. 2004) might also explain the generally shorter
duration of sniffing the odour stimuli from own kittens in
Experiment 1 than sniffing equivalent but novel stimuli
from alien kittens in Experiment 3. Of course, this implies
that alien litter mates also carry a general litter odour, but
which is probably not relevant to an alien cat and is distinct
from their individual scent. A second mechanism could be a
form of phenotype matching (cf. Porter et al. 1983b; Holmes
1986; Main and Bull 1996; Sun and Miiller-Schwarze 1997,
Heth et al. 1998). And a third, perhaps less likely possibility
is that kittens do not have a shared litter odour, but mothers
learn the individual odours of their kittens and group these
into a general “own Kkitten” category not requiring a dif-
ferential behavioural response. Although the present study
does not allow us to decide between these explanations and
further investigation is needed, the first possibility seems the
most parsimonious.

Furthermore, the results of Experiments 2 show that at
least by postnatal week 7 individual litter mates possess
odour signatures that are sufficiently distinct even alien non-
maternal male and female adults, with no prior experience
of the stimulus kittens, could discriminate between them,
including when the donor kittens were the same sex. This
was the case even though the majority of the adult cats to
our knowledge had no prior experience of kittens (at least
since they were weaned).

Together the results of the three experiments raise two
main but interrelated questions: what are the sources of
both the sibling kittens’ individual and possibly shared body
odours, and how do maternal and non-maternal adult cats
process and categorize these? Considering the possible ori-
gin of kittens’ body odours, as mentioned in the Introduc-
tion, there are several, not mutually exclusive, possibilities.

One might be differences in the maturation and activity of
odiferous skin glands. There could also be a genetic contri-
bution to such differences, increased by the promiscuous
mating system of the female cat and the frequency of mul-
tiple paternity of litters (Natoli and De Vito 1991; Say et al.
1999; Ishida et al. 2001). This was very likely in the present
study given that most litters were the result of uncontrolled
matings by unconfined females and where in several cases
matings by the same female with several free-ranging males
were observed. Additionally, a source of general body odour
likely to be shared by all kittens and conferring a general lit-
ter odour are the various common sources of odours within
the nest. These could include contact of kittens with each
other, with the mother and her saliva via her frequent lick-
ing of them, and possibly originating from their common
diet, including indirectly the diet of their mother which via
her milk or ventral body odour might also contribute to a
common litter odour (Doane and Porter 1978; Hepper 1988;
Bilko et al. 1994; Coureaud et al. 2002).

Presently unknown is the significance, if any, of such
individual odour signatures for the kittens at this early
(pre-weaning) age. First, can they themselves learn and
distinguish between the odours of individual litter mates?
Certainly, they would seem to be capable of this at both a
sensory and cognitive level. Within a few hours of birth kit-
tens establish a “teat order” in which each individual learns
to identify its “own” nipple(s), almost certainly using olfac-
tory cues (Hudson et al. 2009; Raihani et al. 2009). They
can also distinguish their mother’s greeting or “chirp” calls
from those of other mothers by the time they start to leave
the nest around postnatal week five (Szenczi et al. 2016). But
then if kittens can discriminate between their litter mates by
smell, how early does this develop and for how long might
it endure beyond weaning once the kittens have gone their
separate ways? This is currently under investigation. More
difficult is the question what might be the adaptive function
of any such early and longer-term olfactory discrimination
(recognition) among litter mates? For example, might this
permit greater tolerance among related individuals (since
cats do not defend territories but rather avoid or tolerate con-
specifics in overlapping home ranges), or permit or facilitate
allo-nursing (Izawa and Ono 1986; MacDonald et al. 1987,
Feldman 1993), or reduce inbreeding (Ishida et al. 2001)?

Whatever the case, the results echo the results of our pre-
vious study in which we found that although mothers did
not discriminate between own and alien kittens in retrieval
tests they could discriminate between them by smell (Ban-
szegi et al. 2017); that is, because an animal does not appear
to perceive differences between stimuli in spontaneous
(untrained) contexts does not necessarily mean it cannot.
For a cat mother the matter of main importance is likely to
be whether a kitten is hers or not, with any of the three more
general possible mechanisms mentioned above (Experiment
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2, Results and discussion) overriding attention to individual
body odours.

Finally, perhaps the most interesting immediate outcome
of this study is what it seems to suggest about the multilevel,
complex nature of olfactory mother—young communication
and the processing of olfactory signals in the cat. Thus, at
one level mother cats appear able to lump the odours of their
own kittens into a single general category signifying litter
identity, something they might use to distinguish own from
alien kittens as shown previously (Banszegi et al. 2017). At
the same time, they also appear able to split the odours of
alien litter mates according to the kittens’ individual odour
signatures. This suggests a high level of cognitive process-
ing of olfactory information in the cat that deserves further
investigation.
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