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Resumen

Los conejos (Oryctolagus cuniculus) muestran una conducta de marcaje del mentén, que
consiste en frotar repetidamente su glandula submandibular en objetos llamativos. En el
despliegue de este comportamiento, que es una parte importante del sistema de comunicacién
quimica de este mamifero, los conejos muestran diferencias individuales muy estables en su
frecuencia. Aunque la conducta de marcaje ha sido ampliamente descrita, poco se sabe acerca
del origen de las diferencias individuales y de los mecanismos fisiol6gicos que les subyacen. En
este trabajo, investigamos en condiciones de laboratorio, la posible influencia de los primeros
factores ambientales asociados a la presencia de hermanos en el desarrollo de tales diferencias
en 36 conejas (provenientes de 13 camadas). Para cada individuo, prenatalmente registramos su
posicion intrauterina, el tamafio de la camada y el sexo de sus hermanos adyacentes: hembras
entre dos hembras (OM), hembras entre una hembra y un macho (1M), y hembras entre dos
machos (2M), y postnatalmente la masa corporal al nacimiento, la posicion que ocuparon en el
agrupamiento con sus hermanos de camada y la ganancia en peso al destete (como un sustituto
de la competencia intracamada por la leche). También se midi6 la frecuencia individual del
marcaje del menton en los dias postnatales 20 a 22 (pre-destete), 74 a 76 (etapa juvenil) y 124 a
126 (madurez sexual), y se cuantificd la concentracion de estradiol una vez durante la madurez
sexual. Los resultados mostraron repetibilidad en la frecuencia de marcaje dentro de la etapa
juvenil (R=0.815, p<0.001) y dentro de la etapa de la madurez sexual (R=0.865, p<0.001).
También encontramos repetibilidad entre las etapas juvenil y madurez sexual (R=0.263,
p<0.01). Respecto al efecto de las interacciones intracamada sobre el origen de las diferencias
individuales, los resultados mostraron un efecto directo positivo, estadisticamente significativo
(p<0.01) del sexo de los hermanos adyacentes sobre la conducta de marcaje. No se encontraron
efectos significativos directos ni indirectos del resto de las variables predictoras, prenatales ni
postnatales, sobre la conducta de marcaje y la concentracion de estradiol. Nuestros resultados
sugieren que la conducta de marcaje del mentdn que despliegan las hembras del conejo
domeéstico es un rasgo de individualidad estable en el tiempo y esta fuertemente explicado por

el fendbmeno prenatal.
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1. Introduccién

1.1. Origen de las diferencias individuales

La personalidad animal, definida como las diferencias individuales en fisiologia y
conducta, que son estables en el tiempo y consistentes entre contextos (Gosling 2001), ha sido
estudiada en un gran nimero de especies, tanto de vertebrados como de invertebrados (Stamps
y Groothuis 2010), para entender su valor adaptativo, su evolucién y en menor medida su origen
(Roche y cols. 2016).

Pese a que el origen de las diferencias individuales en conducta es en parte genético
(Dingemanse y cols. 2002; Sinn y cols. 2006), cada vez es méas aceptada la contribucion de
factores no genéticos, debidos al ambiente, en moldear tales diferencias. Dentro de estos factores
esta la interaccién con la madre. Por ejemplo, en mamiferos no humanos, el entorno social en
el que viven las hembras gestantes es fundamental para el desarrollo de su descendencia, ya que
la exposicion al estrés prenatal puede afectar el desarrollo conductual, disminuir la funcién
inmunoldgica, reducir la propension a la interaccion social, y el desarrollo de ejes hormonales
de los vastagos a corto y largo plazo (Goétz y Stefanski 2007). La presencia de los hermanos es
otro componente importante que igual contribuye a moldear las diferencias individuales, la cual
tiene el potencial de afectar el desarrollo morfolégico, fisiolégico y conductual de los individuos

durante diferentes etapas de la vida prenatal y postnatal de las crias (Hudson y cols. 2011).

Prenatalmente, en mamiferos de patron politoco, el sitio en el que se desarrollan los fetos
dentro del cuerno uterino, en su parte distal o proximal, asi como el tamafio de la camada
gestada, influyen fuertemente en la masa corporal al nacimiento y afectan el desarrollo
individual (Bautista y cols. 2015a). Igualmente, la variabilidad individual en fisiologia,
morfologia y conducta, puede estar influida por la variacion hormonal a la cual estuvieron
expuestos los fetos durante la gestacion (Ryan y Vandenbergh 2002). Se sabe que los fetos
femeninos que se desarrollan entre dos machos tienden a mostrar rasgos masculinizados en
anatomia, fisiologia y conducta en etapa adulta. Por ejemplo, niveles hormonales

permanentemente alterados (vom Saal y Bronson 1978), diferencias morfoldgicas en érganos



reproductivos (Banszegi y cols. 2009) y comportamientos agresivos (vom Saal y Bronson, 1978)
debido a la transferencia de testosterona secretada por fetos masculinos a fetos adyacentes. Por
otra parte, los fetos femeninos que se desarrollan sin machos adyacentes, tienden a mostrar

rasgos mas feminizados en etapa adulta (Ryan y Vandenbergh 2002).

Postnatalmente, las interacciones intracamada son un componente importante en el
entorno temprano de mamiferos altriciales. Las diferencias tempranas en la masa corporal entre
compafieros de camada, predicen las diferencias individuales en crecimiento, desarrollo y
supervivencia de los individuos (Bautista y cols. 2015b). El peso al nacimiento es un buen
predictor del desarrollo y supervivencia de las crias, aquellas que son mas ligeras son las que
tienen menores probabilidades de sobrevivir al destete (Rodel y cols. 2009; Rddel y cols. 2015).
Ademas, las interacciones tempranas dentro de la camada se asocian a diferencias individuales
en conducta cuando son adultos (Reyes-Meza y cols. 2011). Lo cual sugiere que, en especies
gregarias cuyo comportamiento social se basa en el reconocimiento de los individuos, las
diferencias individuales en conductas utilizadas por individuos de una misma especie para el
intercambio de informacién (comunicacion), pueden ser rasgos volubles que dependen del

entorno social temprano de los individuos.

1.2. Comunicacion bioldgica

Los animales usan diferentes tipos de comunicacion para transmitir informacion sobre
su estado de salud, reproductivo o social. Wilson (1970) definié la comunicacion bioldgica
como la accién por parte de un organismo o célula, que altera el patron de comportamiento de
otro organismo o célula de manera adaptativa, es decir, que la sefializacion, la respuesta o ambas,

han sido genéticamente programadas por la seleccion natural (revisado en Wyatt 2003).



1.2.1. Comunicacién quimica

La comunicacion quimica es un rasgo vital que se produce en los diferentes niveles de
organizacion biologica, incluyendo la regulacion entre células, tejidos, drganos, sistemas, asi
como el comportamiento social y las interacciones ecoldgicas entre los individuos (Agosta
1992).

A nivel de individuos, en la comunicacién quimica, al igual que en cualquier tipo de
comunicacion, hay un intercambio de mensajes. En este caso ocurre a través de sefiales
quimicas, las cuales son secreciones corporales que contienen moléculas odoriferas que son
transportadas por el aire o depositadas sobre objetos en el ambiente, y detectadas en forma de
olor por individuos de la misma especie a través de los sistemas olfatorios, principal y accesorio,
desencadenando una cascada de sefiales quimicas y eléctricas en el organismo receptor
(Coombes y cols. 2018), provocando en los individuos que las perciben diversos efectos, tanto

fisioldgicos como conductuales (Hart 1985).

Dichas sefales olfatorias, son emitidas por diversas glandulas corporales y pueden ser
transmitidas a través de dos formas, de manera activa, por medio de despliegues conductuales,
por ejemplo, el marcaje del menton, la miccién y la defecacion. O bien de manera pasiva,
mediante liberacion de moléculas olfatorias, tal es el caso de las feromonas mamarias y las
secreciones de la glandula inguinal, en mamiferos (Hudson y Distel 1982; Melo y Gonzélez-
Mariscal 2010).

En los mamiferos, las sefiales olfatorias influyen fuertemente en las interacciones
sociales, como lo son el rango jerarquico, dominancia o territorialidad (Melo y Gonzélez-
Mariscal 2010) y en la regulacion de una variedad de funciones bioldgicas, tales como ciclo
reproductivo, gestacion, identificacion de parentesco (Dluzen y cols. 1992; Bakker y Baum
2000) entre otras.

Una amplia variedad de especies de mamiferos ha sido empleada en el estudio de la
comunicacion quimica, mostrando que las secreciones de glandulas corporales, tanto en

hembras como machos, intervienen en la regulacion de aspectos especificos. Por ejemplo, en



gatos salvajes urbanos, se ha descrito la identificacion de parentesco por medio de marcas de
orina (Natoli 1985).

En mamiferos territoriales y gregarios, su vida social depende en gran medida de la
comunicacion quimica (Mykytowycz 1962). Una de las especies pioneras en el estudio de la
comunicacion quimica es el conejo doméstico (Oryctolagus cuniculus), son mamiferos
territoriales y generalmente viven en grupos pequefios de 1-3 machos y de 1-5 hembras. En
estudios en el conejo domestico se ha determinado que posee diversas fuentes de olor, llamadas
glandulas corporales, entre ellas, la glandula anal, de Harder, preusial y submandibular
(Mykytowycz 1962; Mykytowycz 1965). En éstas, producen una variedad de sefiales olfativas
para trasmitir informacion sobre su estado reproductivo, para defensa de territorio, competencia
intra e intersexual, atraccion sexual, comportamiento materno, lactanciay jerarquia social (Melo
y Gonzélez-Mariscal 2010). Las cuales, se ha descrito, estan en parte moduladas por factores
endocrinos (Wales y Ebling 1971; Gonzalez-Mariscal y cols. 1990; Hudson y cols. 1990).

1.3. Hormonas y conducta

Las hormonas tienen la capacidad de modular el comportamiento de los individuos a
través de su participacion en procesos de plasticidad cerebral, provocando principalmente dos
efectos: el organizacional y el activador, (Wong y Alvarez 2013; Rodriguez-Manzo 2015). El
efecto organizacional hace referencia a la influencia hormonal sobre la disposicién y estructura
de células y tejidos, que conforman el cerebro. Tal efecto tiene lugar durante el desarrollo
temprano de los individuos, especificamente, del periodo fetal a la adolescencia (Wong y
Alvarez 2013).

Durante el desarrollo prenatal, en las hembras, se favorece la formacion de los ovarios
ante la ausencia del cromosoma “Y”. Mientras que en los machos, el efecto sinérgico entre los
genes SRY, presente en el brazo corto del cromosoma “Y”, y el gen SOX9 favorecen la
diferenciacion de las células de Sertoli para dar lugar a la formacion de testiculos (Fernandez y
cols. 2015; Rodriguez-Manzo 2015).



Los testiculos de fetos masculinos formados durante la diferenciacion sexual gonadal, a
diferencia de los ovarios en las hembras, estan activos, es decir, producen hormonas sexuales
en las células testiculares de Leydig, especificamente testosterona (Cambiasso y cols. 2017). La
testosterona viriliza el sistema nervioso central del propio organismo que la produce o de fetos
adyacentes en el caso de mamiferos politocos (vom Saal 1989). Este proceso ocurre mediante
tres formas, uno, la molécula propia de testosterona produce efectos en el cerebro, dos, se reduce
en el carbono 5y se convierte a otros andrdgenos, y tres, se aromatiza convirtiéndose en estradiol
para dar caracteristicas tipicas masculinas al sistema nervioso central (Fernandez y cols. 2015;
Rodriguez-Manzo 2015). De esta forma la testosterona y sus metabolitos son capaces de regular
la formacion de nuevas neuronas, el nimero y tipo de contactos sinapticos, el crecimiento axonal
y de dendritas, asi como la necrosis neuronal, en individuos expuestos a estas hormonas durante
el desarrollo prenatal (Rodriguez-Manzo 2015). Por lo tanto, la testosterona favorece diferencias
en el desarrollo de ciertas areas cerebrales entre machos y hembras, lo cual repercute en el
comportamiento de los individuos (Garcia-Segura 2009; Rodriguez-Manzo 2015).

Posteriormente, durante la pubertad, ocurre el efecto activador, en el cual, la estructura
cerebral bésica ya est4 formada, y las hormonas estimulan a las células diana de tales estructuras
cerebrales para facilitar el despliegue de conductas en contextos especificos, desencadenando
alteraciones en el organismo cuyo mantenimiento es dependiente de la presencia de estas

hormonas (Wong y Alvarez 2013).

El mecanismo de accién de las hormonas sobre la activacion y la respuesta fisiologica
de las células diana, esta determinada por la unién establecida entre la estructura tridimensional
de la hormona y la estructura complementaria del receptor celular (Palacios y cols. 2005). Por

lo tanto, el mecanismo de accién hormonal depende de la naturaleza quimica de las hormonas.

Por una parte, las hormonas hidrosolubles, necesitan unirse a transportadores
transmembranales para realizar su accion celular, activando segundos mensajeros que
amplifican la sefial hormonal. Por otra parte, las hormonas liposolubles penetran a la célula a
través de la membrana citoplasmatica sin necesidad de transportadores y forman un complejo

activo gue actua en la expresién genética de la célula diana (Palacios y cols. 2005).



Las hormonas sexuales, andrégenos en machos (principalmente testosterona) y
estrogenos en hembras (estrona, estradiol y estriol) son hormonas de tipo liposoluble, secretadas
y producidas principalmente en las gonadas. Actlan en diversas areas cerebrales, como el nucleo
ventromedial hipotalamico y el area predptica medial (Oropeza y Morali 2015), para regular
conductas sexuales y reproductivas (Fernandez y cols. 2015; Gonzélez y cols. 2015; Oropeza y
Morali 2015).

1.3.1. Hormonas sexuales y conducta sexual en hembras

La induccién de la conducta sexual femenina depende de los niveles de hormonas
sexuales, estradiol y la progesterona, producidos por las gbnadas femeninas (ovarios) (Balun
2009; Ferndndez y cols. 2015). Esta descrito que el estradiol al unirse a sus receptores
intracelulares en diversas areas cerebrales, induce la sintesis de receptores de progesterona, y la
unidn de éstos con la progesterona facilita la expresion de la conducta sexual femenina (revisado

en Gonzélez y cols. 2015).

También, se ha demostrado que la ovariectomia produce disminucién inmediata en la
concentracion de hormonas y, por ende, la conducta sexual femenina se suprime. Pero al
administrar hormonas sexuales femeninas, la conducta sexual se restaura (Hudson y cols. 1990),
debido al incremento de la sefial que resulta en una respuesta amplificada en neuronas
especificas. Por ejemplo, se ha demostrado en conejas ovariectomizadas (ovx) que los implantes
de benzoato de estradiol en el ndcleo ventromedial hipotaldmico y area predptica medial,

promueven la conducta de lordosis (Melo y cols. 2008).

1.4. Estradiol

El estradiol es una hormona esteroidea, caracterizada por tener una estructura basica, el
ciclopentanoperhidrofenantreno, formado por 3 anillos de benceno, y un anillo ciclopentano,

formado por 5 atomos de carbono (Figura 1) (Balun 2009), cuyas acciones se manifiestan en el



desarrollo de las caracteristicas sexuales secundarias y en el proceso de reproduccion (Balun
2009).

Figura 1. Estructura quimica del estradiol (Tomado de Sato y cols. 2016).

Esta hormona se sintetiza principalmente en los ovarios, no obstante, hay sitios
extragonadales capaces de producir estradiol, a causa de la presencia de la enzima aromatasa,
incluyendo mama, hueso, musculo liso y varios sitios en el cerebro (Simpson 2002). La
produccion ovarica diaria varia segun la fase del ciclo, sin embargo, es muy pequefia la cantidad
que se produce. En tanto, la produccion extragonadal puede ser bastante alta, pero la accién del
estrdgeno en estos sitios es principalmente a nivel local, para cumplir funciones paracrinas o
autocrinas (Simpson 2002). De manera que la cantidad de estradiol que se libera a circulacion
sanguinea es baja (Balun 2009; Sato y cols. 2016). Las células productoras de esteroides
ovaricos no almacenan hormonas, uUnicamente se producen en respuesta a las hormonas
leutinizante (LH) y foliculo estimulante (FSH) que se unen a sus receptores en las células tecales

y células de la granulosa, respectivamente, durante el ciclo ovérico (Balun 2009).

Las células de la teca que rodean el foliculo estan altamente vascularizadas y usan el
colesterol, derivado principalmente de la circulacion, como punto de partida para la sintesis de
androstenediona y testosterona bajo el control de LH. La androstenediona y la testosterona se
transfieren a través de la ldmina basal hasta las células de la granulosa. Las células de la
granulosa son particularmente ricas en aromatasa y, bajo la influencia de FSH, produce estradiol
(Figura 2), el esteroide primario del ovario en la fase folicular y el estrdgeno mas potente (Balun
2009; Sato y cols. 2016).
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Figura 2. El foliculo ovarico preovulatorio produce estradiol mediante una interaccion paracrina entre las células
tecales y granulosas. En las células tecales, como respuesta a la unién de LH con su transportador de membrana
(LHCGR), el factor esteroiddgeno 1 (SF1) actlia como conmutador principal para iniciar la transcripcion de una
serie de genes esteroidégenos (SHD3B2, CYP17A1, CYP11Al, STAR) que favorecen la conversién del colesterol
captado por las células tecales a partir de la circulacion, en pregnenolona y posteriormente en androsteneidiona y
testosterona. Después, en las células de la granulosa, como respuesta de la union de la FSH con su transportador
de membrana (FSHR), la CYP19A1 (aromatasa) cataliza a la androsteneidiona y testosterona, provenientes de las
células tecales, para dar lugar a la estrona, que a continuacion es convertida en estradiol (Tomado de Balun 2009).



2. Antecedentes

2.1. Conejo domeéstico

La coneja, en condiciones naturales, excava una madriguera de crianza uno o dos dias
antes de parir, en donde construye un nido con hierba que colecta de los alrededores y que
entremezcla con pelo que ella misma se desprende de su vientre y flancos (Deutsch, 1957). En
el laboratorio la coneja construye el mismo tipo de nido, pero dentro de una caja-nido de madera
y utiliza heno que se le proporciona. El parto ocurre alrededor del dia 31 de gestacion y es
relativamente rapido 10 — 15 min (Hudson y cols. 1999). Una vez que la Gltima cria es expulsada
la coneja deja a sus crias y, tanto en la naturaleza como en el laboratorio, la madre regresa
aproximadamente 24 horas después para amamantarlos solo por 3 a 4 min (Hudson y Distel
1989). Las crias del conejo anticipan la llegada de la madre descubriéndose del material del
nido. En cuanto la madre se posa sobre ellos exponiéndoles su vientre, las crias, sin ninguna
asistencia materna, localizan el pezén, se sujetan a él y succionan la suficiente cantidad de leche
para sobrevivir las siguientes 24 horas. Durante el amamantamiento la madre tipicamente
permanece inmdvil sobre la camada y finaliza la sesion de amamantamiento dando un salto
abrupto fuera de la caja-nido (Hudson y Distel 1982; Bautista y cols. 2005). Este robusto patron
de conducta maternal, en donde la madre esta en cierta manera ausente de manera natural,
implica que antes de ser destetadas, las crias crecen casi exclusivamente en compariia de sus
compafieros de camada (Hudson y cols. 2011). Esto nos permite estudiar el efecto de las

interacciones tempranas entre los hermanos sin alterar la relacion madre-cria.

2.2. Desarrollo prenatal

Durante el desarrollo intrauterino del conejo doméstico, un mamifero de patron politoco,
varios factores contribuyen a moldear diferencias individuales entre los comparieros de camada
tales como el nimero de crias gestadas (Radel y cols. 2009; Rédel y cols. 2015), el sitio de
implantacion de cada individuo a lo largo del cuerno uterino de la madre (Bautista y cols. 2015a)

y el nimero de machos adyacentes entre los que se desarrolla el feto (Banszegi y cols. 2009).



2.2.1. Tamario de la camada

El tamafio de la camada gestada, juega un papel muy importante en el desarrollo y
supervivencia de los individuos que la conforman, otorgandoles tanto ventajas como
desventajas. Por una parte, se sabe que el peso al nacimiento es inversamente proporcional al
numero de individuos de la camada gestada, y que estas diferencias en peso se mantienen al
menos hasta el destete (revisado en Hudson y cols. 2011). Lo cual repercute en su desarrollo
postnatal, ya que las crias mas ligeras tienen menos probabilidades de sobrevivir al destete en
comparacion con sus hermanas pesadas (Rddel y cols. 2009; Rédel y cols. 2015).

Aunado a lo anterior, al nacimiento las crias no son capaces de termorregular por si solas,
necesitan de la presencia de hermanos para mantener su temperatura corporal (Bautista y cols.
2003). Al estar en contacto con otros individuos, su area corporal expuesta al frio disminuye y,
por lo tanto, disminuye su gasto energético en minimizar la pérdida de calor, permitiéndoles asi
reasignar la energia ahorrada a otras funciones, como el crecimiento (Bautista y cols. 2003).
Desde esta perspectiva, tener un mayor nimero de hermanos les proporciona una ventaja
térmica. Sin embargo, a mayor nimero de hermanos, la competencia por recursos,
especificamente la leche materna, es mayor (Bautista y cols. 2005). Lo cual indicaria que a los
individuos les conviene tener menor numero hermanos, porque representa menor competencia
y mayor proporcion de leche para éstos, ya que se ha reportado que la produccién de leche
materna no disminuye con la reduccion postnatal del tamafio de la camada (Drummond y cols.
2000). No obstante, se ha descrito que los beneficios térmicos que proporciona tener mayor
namero de hermanos de camada, en condiciones mas frias de temperatura del suelo, superan las
consecuencias negativas de la competencia por leche materna, de manera que el tamafio 6ptimo
de la camada para el crecimiento también depende de las condiciones ambientales en las que se

desarrollan los individuos (Rddel y cols. 2008).
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2.2.2. Posicion intrauterina

Se ha descrito que existe una variacion en el peso al nacimiento entre los individuos de
la camada asociado al sitio en el que fueron implantados a lo largo del cuerno uterino. Los
conejos implantados en los extremos del cuerno, cerca del ovario o cerca del cérvix, son méas
pesados al nacimiento con respecto a los que se implantaron en el centro (Bautista y cols. 2015a).
Asimismo, fueron significativamente mas pesados al destete que sus hermanos y ocuparon
posiciones mas centrales durante el agrupamiento, teniendo una mayor probabilidad de
supervivencia. En consecuencia, en el conejo, el sitio de implantacion a lo largo de los cuernos
uterinos contribuye de manera importante a las diferencias individuales entre los comparieros

de camada en el crecimiento y la supervivencia postnatal temprana (Zepeda y cols. 2019).

2.2.3. Fendmeno prenatal

La influencia del sexo de los hermanos adyacentes en el Gtero, sobre la diferenciacion
sexual en mamiferos de patron politoco, conocido como fenémeno prenatal, se debe a los
esteroides sexuales a los que estuvieron expuestos los individuos durante el desarrollo uterino,
de acuerdo con el sexo de los hermanos adyacentes entre los que se desarrollaron (Figura 3)
(vom Saal 1981). En varias especies de mamiferos politocos, se ha descrito que diferencias
individuales en una variedad de caracteristicas, se correlacionan con la posicion intrauterina
(vom Saal 1989).

Esto se debe a que testosterona producida por los fetos masculinos en el tercer tercio de
la gestacion puede atravesar el saco amniético y difundirse en el cuerno uterino. Generando asi,
diferenciacion sexual cerebral en los fetos adyacentes y en los mismos machos que la producen,
causando diferenciacion sexual en el sistema nervioso central de manera permanente y, por lo

tanto, en diversas conductas sexuales (Ryan y Vandenbergh 2002).
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Figura 3. Diagrama esquematico de un cuerno uterino y arterias del asa uterina de un ratdn hembra. Las etiquetas
OM, 1My 2M se refieren al nimero de fetos masculinos contiguos a las hembras (2M= entre dos machos, 1M=entre

un macho y una hembra, y OM= entre dos hembras) (tomado de Crews 1994).

El proceso de diferenciacion sexual cerebral ha sido ampliamente estudiado en roedores,
en machos ocurre mediante dos procesos, masculinizacion y defeminizacién, dados por la
testosterona, sus metabolitos y el factor de inhibicion mulleriano (MIF por sus siglas en inglés)
respectivamente (Rodriguez-Manzo 2015). La masculinizacion provoca que ciertas regiones
cerebrales sexualmente dimorficas adquieran un perfil masculino, mientras que la
defeminizacion evita el desarrollo de patrones conductuales, fisiolégicos y morfologicos

femeninos (Rodriguez-Manzo 2015).

En las hembras, la diferenciacion sexual es un proceso pasivo, ya que los ovarios no
producen hormonas durante la etapa prenatal. Sin embargo, la testosterona producida por los

machos que llega a los fetos femeninos adyacentes (vom Saal 1989), ejerce cambios en el
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sistema nervioso central, durante una fase especifica del desarrollo denominada periodo critico
(Fernandez y cols. 2015). De esta forma, produce cambios morfoldgicos, conductuales e incluso
fisioldgicos, a corto, mediano y largo plazo (Ryan y Vandenbergh 2002; Banszegi y cols. 2010).
Por ello, el fendmeno prenatal proporciona un método Unico para examinar la relacion entre la
exposicion a esteroides sexuales durante la vida fetal y las caracteristicas conductuales y
fisiologicas postnatales de los individuos que conforman la camada (vom Saal 1989).

En el conejo, se ha reportado que la posicién intrauterina, con respecto al nimero de
hermanos machos adyacentes, puede afectar el desarrollo sexual de un feto femenino al igual
que en otros mamiferos politocos. Las hembras de conejo gestadas entre dos machos adyacentes
(2M), muestran distancia anogenital de mayor tamafio al nacimiento y en etapa adulta, en
comparacion con las que se desarrollan entre uno (1M), o cero (OM) machos (Banszegi y cols.
2009; Banszegi y cols. 2010). También, muestran una conducta mas agresiva en etapa adulta,
asi como mayor marcaje sobre objetos que encuentran en el ambiente, a través de la conducta

de marcaje por frotamiento del menton (Banszegi y cols. 2009; Correa y cols. 2013).

2.3. Desarrollo postnatal temprano

El ambiente postnatal temprano en el que crecen de las crias de conejo juega un papel
muy importante en el desarrollo y supervivencia de los individuos. Dado el patron de conducta
materna en el conejo doméstico, previamente descrita, un factor importante que contribuye al

desarrollo y supervivencia de los gazapos son las interacciones con sus hermanos de camada.

2.3.1. Peso al nacimiento

Como habia sido sefialado en secciones anteriores, el peso al nacimiento es un factor
importante que predice el crecimiento y la supervivencia postnatal temprana (Bautista y cols.
2015a). En el conejo doméstico, dentro de las camadas, las diferencias en peso al nacimiento

influyen significativamente en el desarrollo postnatal temprano. Los individuos con mayor peso

13



al nacimiento tienen més éxito en la competencia por recursos limitados, como la competencia
por la leche materna y por sitios termicamente ventajosos dentro del agrupamiento postnatal.
Por lo tanto, muestran tasas de crecimiento y supervivencia mas altas que sus hermanos mas
ligeros (Rodel y cols. 2008; Bautista y cols. 2015b). Ademas, como se menciond anteriormente,
se sabe que las crias ligeras al nacimiento muestran un estilo conductual méas proactivo que sus

hermanas mas pesadas en la etapa adulta (Reyes-Meza y cols. 2011).

2.3.2. Interacciones intracamada

Los primeros dias postnatales son cruciales en la supervivencia de mamiferos altriciales.
En el conejo doméstico se ha demostrado que el agruparse con los compafieros de camada es
una estrategia vital para mantener alta la temperatura corporal. Los individuos que ocupan
posiciones centrales, generalmente son los mas pesados, tienen mayor acceso a los pezones de
la madre durante el amamantamiento y mayor temperatura corporal (Zepeday cols. 2019). De
modo que, por una parte, aparentemente, no invierten la energia producida en tejido adiposo
pardo para termorregular, pero si en obtener mayor ganancia en peso (Bautista y cols. 2013).
Por otro lado, Reyes-Meza y cols. (2011) observaron que las crias periféricas son mas activas,
pues buscan ocupar sitios centrales en el agrupamiento. En consecuencia, en etapa juvenil las
crias periféricas, mostraron un estilo proactivo, y las centrales un estilo reactivo en el despliegue
conductual (Reyes-Meza y cols. 2011). Posiblemente, este efecto también se observe en un
despliegue proactivo de otras conductas propias de la especie, como lo es la conducta de marcaje

por frotamiento del menton.

2.4. Conducta de marcaje por frotamiento del mentén

Una parte importante del sistema de comunicacion quimica en el conejo doméstico es el
marcaje por frotamiento del mentdn, una conducta de marcaje odorifero, conspicua, en la cual
los individuos han demostrado poseer una gran consistencia como un rasgo de individualidad

(Arteaga y cols. 2008). El marcaje del mentdn consiste en frotar repetidamente la barbilla sobre
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objetos presentes en el ambiente, con la finalidad de depositar secreciones odoriferas producidas
por la glandula submandibular (Hayes y cols. 2003). Esta glandula se desarrolla a partir de la
vaina externa de la raiz del foliculo piloso (Wales y Ebling 1971) y se agranda durante la
pubertad en ambos sexos. Pero una vez que los individuos alcanzan la madurez sexual, la
anatomia, fisiologia y actividad secretora, muestran un marcado dimorfismo sexual
(Mykytowycz 1965; Wales y Ebling 1971).

En ambos sexos, la glandula submandibular estd compuesta por tres I16bulos, un central
y dos laterales (Mykytowycz 1965). Cada uno de ellos a su vez esta formado por conglomerados
de thbulos que yacen en tejido subcutaneo y abren sus ductos excretores sobre la superficie de
la piel. Sin embargo, el peso y el tamafio de la glandula son mayores en machos que en hembras
(Mykytowycz 1965), conjuntamente, existen diferencias entre hembras y machos en la
proporcion de células secretoras que componen los tdbulos. En los machos, en contraste con las
hembras, hay mayor proporcion de células epiteliales vacuoladas, lo cual indica que son los

machos quienes presentan alta intensidad de la secrecion (Mykytowycz 1965).

En las secreciones de la glandula submandibiular se han descrito 34 compuestos volatiles
(Hayes y cols. 2003), incluyendo proteinas, carbohidratos, hidrocarbonos, ésteres sin glicerol,
acidos grasos, colesterol, monoglicéridos, diglicéridos, triglicéridos, compuestos aromaticos
como benzaldehido, benzoato de etilo, acetofenona, naftalina y 2-fenoxietanol, este Gltimo
presente Unicamente en las secreciones de machos dominantes, y sus funcion es prolongar la

duracién de la marca sobre los objetos (Hayes y cols. 2003).

A través del marcaje, los individuos transmiten informacién sobre su estatus
reproductivo y social (Mykytowycz 1968; Gonzalez-Mariscal y cols. 1990). Se ha propuesto
que la principal funcion de marcaje del mentén es mantener un rango social dentro del grupo
que le permita al individuo tener dominio de un territorio (Mykytowycz 1965; revisado en Melo
y Gonzalez-Mariscal 2010), ya que la frecuencia de marcaje depende del estatus social
(Mykytowycz 1962), estado reproductivo (Gonzalez-Mariscal y cols. 1990; Hudson y cols.
1990), edad y sexo (Gonzalez-Mariscal y cols. 1992).
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2.4.1. Conducta de marcaje en hembras

En conejos de la raza Nueva Zelanda, la conducta de marcaje en hembras emerge
alrededor del dia postnatal 41+16. A partir de entonces la frecuencia de marcaje va
incrementando hasta que se estabiliza en el dia postnatal 100 (Gonzalez-Mariscal y cols. 1992).
La funcion bioldgica del marcaje en hembras no es muy clara. Sin embargo, una propuesta para
el marcaje es la seleccion de pareja, que podria ser valida ya que en conejas sexualmente
receptivas la frecuencia de marcaje es mayor en comparacion con hembras gestantes (Gonzélez-
Mariscal y cols. 1990). Ademas, existe un correlato positivo entre el nimero de marcas y la
concentracion de estradiol en sangre (Hudson y cols. 1990). Adicionalmente, se conoce que, a
diferencia de la testosterona en los machos, en las hembras, el estradiol si estimula el nicleo
ventromedial hipotalamico para inducir la conducta de marcaje del mentén (Melo y cols. 2008).
Ademas, se ha reportado que en ambos sexos la presencia hormonal, testosterona en machos y
estradiol en hembras, estimulan el area predptica medial para desplegar la conducta de marcaje
(Melo y cols. 2008). Sin embargo, los androgenos prenatales regulan la actividad de la
aromatasa en el area predptica medial, por lo tanto, los niveles de aromatasa en esta regién
cerebral son mayores en machos que en hembras (Roselli y Klosterman 1998). Ello podria estar
indicando que al menos en hembras, la conducta de marcaje es dependiente de estradiol, pero
no de testosterona.
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3. Justificacion

La conducta de marcaje por frotamiento del menton ha sido ampliamente estudiada en
relacién a factores hormonales y no hormonales (por ejemplo, deteccion de marcas de olor en
el ambiente, contexto de agresion o caracteristicas visuales de los objetos) que regulan la
frecuencia de marcaje en el conejo doméstico. Sin embargo, poco se sabe acerca del origen de
las diferencias individuales en el despliegue de esta conducta y de los mecanismos fisioldgicos

que subyacen a tales diferencias.

Por ello, a través de los resultados de la presente investigacion pretendemos explicar la
cadena de causas Yy efectos en orden cronoldgico de las interacciones prenatales y postnatales
tempranas entre hermanos de camada. Asi mismo, las posibles consecuencias de estas
interacciones sobre el origen de las diferencias individuales en conducta de marcaje del menton,
utilizando un analisis de ruta multivariable. En el cual observamos tanto los efectos directos
como indirectos de cada una de las variables predictoras sobre la conducta de marcaje del
menton, asi como las concentraciones hormonales, especificamente estradiol, que, a su vez,

podrian estar modulando dicha conducta.

Ademas, si la conducta de marcaje mostrara estabilidad individual en las tres etapas del
desarrollo, pre destete, juvenil y adulto, tales diferencias en frecuencia de marcaje podrian
representar una medida significativa de individualidad con posibles consecuencias ecoldgicas y

evolutivas.

En las hembras, una funcién bioldgica descrita para la conducta de marcaje es la de
indicar el estro. Asi pues, al describir las diferencias individuales en el despliegue de esta
conducta, y los factores que expliquen su desarrollo, se comenzaria a entender como las
interacciones tempranas, que modifican la concentracion hormonal, afectan o favorecen la

reproduccion femenina de manera indirecta, a través de una conducta.
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4. Hipotesis

Las interacciones intracamada, prenatales y postnatales, modulan el desarrollo de diferencias
individuales en la conducta de marcaje del menton y de sus mecanismos fisioldgicos

subyacentes, en hembras del conejo domestico.

5. Objetivos

5.1. Objetivo general

Determinar el efecto de las interacciones tempranas intracamada sobre las diferencias
individuales en la conducta de marcaje del mentén y en las concentraciones de estradiol en

hembras del conejo doméstico.

5.2. Objetivos especificos

Determinar el efecto del desarrollo prenatal sobre las diferencias individuales en la conducta de

marcaje del mentdn y las concentraciones de estradiol en hembras adultas del conejo doméstico.

Determinar el efecto del desarrollo postnatal sobre las diferencias individuales en la conducta
de marcaje del menton y las concentraciones de estradiol en hembras adultas del conejo

domeéstico.

Determinar la posible interaccion entre el desarrollo prenatal y postnatal sobre las diferencias
individuales en la conducta de marcaje del menton y las concentraciones de estradiol en hembras

adultas del conejo domeéstico.
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6. Metodologia

6.1. Animales. Se utilizaron las crias hembra de un total de 13 camadas provenientes de 12
conejas ovariectomizadas unilateralmente (OVXU) de 5 meses de edad (3.0-3.5 Kg) de la
especie Oryctolagus cuniculus. Se mantuvieron en condiciones estandar (16 h/8 h de luz y
oscuridad a 22 + 2 °C) en el bioterio del Centro Tlaxcala de Biologia de la Conducta
(Universidad Auténoma de Tlaxcala), alojadas en jaulas individuales de acero inoxidable (90 x

60 x 40 cm), con alimento (Purina rabbit chow, Purina Mills, E.U) y agua disponibles ad libitum.

6.2. Ovariectomia unilateral. Con la finalidad de establecer a través del orden de nacimiento
el sitio relativo de implantacion (respecto a sus hermanos) a lo largo del cuerno uterino derecho,
se realizo la ovariectomia unilateral (OVXU). Paraello, las conejas se pesaron e inmediatamente
después se anestesiaron con Ketamina (0.35 mL/kg peso, via intramuscular; CHEMINOVA,
Meéxico) y Xilacina (0.20 mL/kg peso, via intramuscular; PROCIN, PiSA Agropecuaria,
México). Una vez anestesiadas se les rasurd el flanco izquierdo, se hizo asepsia en el area
quirdrgica con benzal (benzalonico, MAVER, México) y se realizd una incision de 3cm
aproximadamente. Se localiz el ovario izquierdo, se ligd la trompa izquierda con sutura (PGA,
USP 4-0, EP 1.5, Atramat, México) y se extirpé el ovario. Después se suturd la piel con sutura
(Nylon, USP 3-0, EP 2, Atramat, México) (Bautista y cols. 2015a). Posterior a la cirugia se
administré 10,000 Ul/ kg de peso de penicilina (Shotapen, classi, Virbac, México) en 500 pL
de vehiculo cada 24 horas durante 5 dias.

6.3. Parto. Un mes después de la ovariectomia unilateral, las hembras fueron apareadas con uno
de 12 machos de la unidad reproductora. El dia 30 de gestacion se colocaron en un cuarto de
observacion por 24 h para su habituacién al area, donde, al dia siguiente, inmediatamente
después de pesar a las conejas OV XU se les administrd 5 Ul de oxitocina (Oxitocin 20, Aranda,
México) en 0.25 mL de vehiculo para inducir el parto, y de esta forma conocer el orden de
nacimiento de las crias. Una vez administrada la oxitocina lo habitual es que el parto ocurra
aproximadamente 10 minutos después (Bautista y cols. 2015a). Seguidamente a la expulsion la
ultima cria, para la identificacion individual de éstas, se les pintd su nidmero con plumon

indeleble (Sharpie, Permanent Marker, E.U) en el vientre y con corrector blanco (BIC, Rapid,
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Malasia) sobre su dorso y costados, el numero de identificacion correspondiente al orden de
nacimiento. Posteriormente se midié su masa corporal con una balanza analitica (OHAUS Scout
pro, 2001 E.U). Finalmente, se les midid la distancia ano-genital (DAG) con un caliper (Chicago
Brand, 5001 (E.U)). Al terminar las mediciones, las crias se regresaron a la caja nido y fueron
adoptadas por hembras nodrizas, ya que en estudios piloto observamos que las hembras

ovariectomizadas no alimentan a las crias.

6.4. Primera semana postnatal. El dia postnatal 1 (DP 1), a las 9:00 h las crias se retiraron en
la caja nido de la jaula maternal ubicada en el bioterio, se llevaron a un cuarto con temperatura
controlada a 25 °C, temperatura que se encuentra por debajo de la zona termoneutral de los
conejos recién nacidos (Hull y Hull 1982). Ahi las crias permanecieron los siguientes 7 dias
postnatales. Para grabar el comportamiento de agrupamiento, se retird el material del nido
(pelo/heno), se coloco franela en el piso de la caja nido y para evitar que las crias se agruparan
en un extremo de la caja introdujo un anillo hecho con malla metélica (25 cm de didmetro).
Posteriormente se remarcaron los nimeros de identificacion de las crias, se pesaron con una
balanza analitica (OHAUS Scout pro 2001, E.U) y se les midi6 su temperatura corporal en cuello
e ingle, que son dos zonas representativas de la superficie corporal, la primera caliente y la
ultima muy fria, con un termémetro (FLUKE-52-2 P.O Box, 9090 (Everett, W.A). La caja nido
se coloco en el interior de una caja de acrilico para evitar que el viento producido por los
ventiladores que enfrian el cuarto llegara directamente a las crias. El techo de esta caja de
acrilico tiene empotrada una camara digital que filmé a las camadas desde arriba. Esta se
mantuvo conectada de manera constante a un circuito cerrado con una computadora con el que
se grabd durante el dia la conducta del agrupamiento en videos de 15 min a las 12:00, 14:00,
16:00, 18:00 y 23:00 h. La temperatura corporal se midié nuevamente a cada cria a las 11:00,

13:00, 15:00 y 17:00 h, siempre el orden de medicion fue al azar.

A las 18 h después de medir la Gltima temperatura corporal, se disminuy6 en 1 °C la
temperatura del cuarto frio para inducir el agrupamiento. Debido a que, conforme pasan los dias,
las crias ganan aislamiento térmico por el rapido crecimiento de pelo y su zona termoneutral
desciende gradualmente. Diariamente se disminuy0 la temperatura ambiental en 1 °C para seguir

induciendo el agrupamiento.
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A partir del DP 2 y hasta el DP 7, se filmaron las camadas a la 1:00, 3:00, 5:00, 7:00,
9:00, 12:00, 14:00, 16:00, 18:00 y 23:00 h. La temperatura corporal se midio a las 9:30, 11:00,
13:00, 15:00 y 17:00 h. Diariamente, inmediatamente después de registrar la temperatura
corporal a las 9:30 h, se apago el sistema de enfriamiento del cuarto frio, se retird la caja nido
de la caja de acrilico para colocarla sobre la mesa de trabajo del cuarto frio y se sustrajo el aro
metalico tratando de perturbar lo menos posible el agrupamiento de la camada. Se indujo la
expulsion de orina de las crias, para determinar la cantidad de leche que ingieren las crias,
presionando suavemente con el dedo pulgar e indice sobre su abdomen. Después, se pesaron las

crias para saber el peso antes del amamantamiento y al terminar se regresaron a su caja nido.

Se llevo a la madre nodriza al cuarto frio y se colocé junto a la caja nido que contenia a
las crias. En el momento en que la madre salto fuera de la caja nido, ésta se regreso a su jaula
en el bioterio. Enseguida, se pesaron nuevamente a las crias y se regresaron a la caja nido, que,
a su vez, se coloco dentro de la caja de acrilico para continuar con las grabaciones. De cada
video se tomaron 4 fotografias, a los 0, 5, 10 y 15 min (Figura 4). En cada fotografia se contaron
el nimero de vecinos en contacto que tiene cada cria, es decir, se contaron en numero de
hermanos que estuvieron en contacto con el individuo focal al menos un 10% de su superficie
total (Bautista y cols. 2015b; Zepeda y cols. 2019). Finalmente, en el DP 7 después de tomar la
ultima temperatura corporal (17:00), las crias se regresaron en su caja nido a la jaula de la madre.

Se pesaron diariamente hasta el destete (DP 35) para registrar su incremento en masa corporal.

Figura 4. Agrupamiento de la camada
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6.5. Conducta de marcaje por frotamiento del mentén.

Habituacion. EI DP 17 las crias se llevaron a un cuarto, donde se pesaron y se pintaron con
pintura acrilica (Vinci Acrilica, Dixon, México) sobre su cabeza. Cada cria con un color
diferente para su identificacion individual de acuerdo a su orden de nacimiento. Posteriormente,
se colocaron todas las crias de la camada en una (caja de inicio) con paredes de madera y piso
de cristal (30 x 35 x 45 cm) con acceso a la arena de pruebas, esta Gltima con paredes de acrilico
de 3 mm (1 x 1.5 m). Ahi permanecieron 10 min para habituarse (Figura 5a), al terminar este
tiempo se regresaron a su jaula en el bioterio. Dicho procedimiento se realizé por 3 dias

consecutivos, y tuvieron un dia de descanso previo a la prueba de marcaje.

Pruebas de marcaje. Los DP 21, 22 y 23 se realiz6 la prueba de marcaje de manera individual,
las crias fueron pesadas y se colocaron en la caja de inicio sin acceso a la arena de pruebas. Se
presentd un cartel de identificacion del individuo a una cAmara de video colocada sobre la arena
para filmar la prueba durante 10 min. Se abri¢ la puerta de la caja de inicio para que el individuo
ingresara a la arena con paredes de acrilico de 3 mm (1 x 1.1 m), una vez que estuviera en ésta,
se cerrd el acceso a la caja de inicio para que permaneciera ahi y depositara sus marcas sobre
una caja de cristal con textura rugosa, la cual se coloco previamente en el centro de la arena
(Figura 5b). Al finalizar cada prueba, la cria se regresé a su jaula en el bioterio, se limpi6 la caja

de inicio, la arena de pruebas y la caja de cristal para eliminar marcas del individuo antecedente.

Figura 5. Pruebas conductuales. a) Habituacion en la arena; b) Prueba de marcaje del mentén.
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La habituacion se realiz6 nuevamente en las etapas juvenil (DP 70-72) y adulta (DP 120-
122), pero ahora de manera individual, en una arena con paredes de acrilico de 3 mm (1m x 2
m). Igualmente, la prueba de marcaje se repitié de manera individual en la edad juvenil (DP 74-
76) y cuando alcanzaron la madurez sexual (DP 124-126) en la misma arena de pruebas que se
utilizé durante la prueba en etapa pre destete. Posteriormente, a partir de las grabaciones de cada

prueba se cuantifico la frecuencia de marcaje de cada individuo.

6.6. Cuantificacion de estradiol. Una vez que las hembras alcanzaron la madurez sexual (DP
120), se le extrajo a cada coneja 1 mL de sangre de la vena central de la oreja por técnica de
goteo, la cual fue recolectada en microtubos (MCT-150-C, Axigen, E.U) previamente rotulados
con la informacion de cada coneja. Se centrifugaron a 3500 revoluciones por minuto (rpm)
durante 15 min con una centrifuga (MiniSpin EMC, eppedorf, E.U) (Arteaga y cols. 2008) para
separar los componentes sanguineos, de los cuales Unicamente utilizamos el plasma, que se
almacen6 en microtubos (MCT-150-C, Axigen, E.U) y se conservd a — 20 °C  para

posteriormente realizar la extraccion de estradiol.

Extraccion de estradiol. Los plasmas sanguineos previamente obtenidos, se descongelaron a 4
°C y se tomaron 100 pL con una pipeta automatica (Transferpette S variable 10-100 pL,
BRAND, Alemania), que fueron colocados en tubos de ensayo (tubo 1) (PIREX, No. 9800,
México), se adiciond 1 mL de éter y se agitdé en un vortex (Vortex-Genie 2, Daigger, E.U)
durante 30 s. Seguidamente, se llevaron a un ultracongelador (Ultra-Low-Freezer, So-Low,
E.U), donde permanecieron el tiempo necesario hasta que la muestra se congeld. Posteriormente
se decantd el éter sobre nadante de cada muestra en otro tubo (tubo 2). Al tubo 1 se adiciond
nuevamente 1 mL de éter, y se repitio el procedimiento hasta el decante al tubo 2, una vez mas.
El tubo 2 se llevd a bafio maria hasta evaporar todo el éter, luego se adicion6 1 mL de metanol,
se agitd en vortex (Vortex-Genie 2, Daigger, E.U) por 2 min y se centrifugé a 13,000 rpm

durante 5 min. Se dejo6 a temperatura ambiente hasta que se evapordé todo el metanol, se taparon
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los tubos con parafilm (Bemis™, Parafilm™ M, E.U). Posteriormente se reservaron a 4 °C hasta

la cuantificacion de estradiol por Ensayo por Inmunoabsorcién Ligado a Enzimas (ELISA).

Ensayo por Inmunoabsorcion ligado a Enzimas (ELISA). A las muestras ya extractadas, se
les agreg6 300 pL de Buffer ELISA y se agitaron en vortex (Vortex-Genie 2, Daigger, E.U)
durante 10 min. Finalmente se realizo la cuantificacion de estradiol siguiendo los pasos del
manual contenido en el Kit (Estradiol ELISA Kit, Cayman Chemical, E.U).

Para obtener la concentracion de estradiol en pg/mL, se utilizd la herramienta de analisis de

datos de la pagina web (caymanchem.com/analysis/elisa).

6.7 Analisis estadistico

Repetibilidad. Después de realizar las pruebas de marcaje en las tres etapas, calculamos la
repetibilidad de la conducta de marcaje utilizando la frecuencia (nimero de marcas/10 minutos)
de cada individuo en cada uno de los dias de prueba. El concepto de repetibilidad ofrece
informacidn sobre los componentes que contribuyen a la variabilidad de los datos. Generalmente
se conoce como correlacion intraclase que describe la division relativa de la varianza dentro de
un grupo y entre grupos (Martinez-Gonzales y cols. 2014). Un valor de repetibilidad alto,
cercano a 1, indica un mayor nivel de consistencia del comportamiento individual entre las

mediciones.

En el contexto de la investigacion conductual, la repetibilidad se usa a menudo para
cuantificar diferencias individuales estables (Bell y cols. 2008). Razon por la cual realizamos
este analisis estadistico, ya que el objetivo principal de este trabajo de investigacion es
determinar el efecto de las interacciones tempranas dentro de la camada sobre las diferencias

individuales en la conducta de marcaje.

La estimacion de la repetibilidad basada en el GLMM se realiz6 usando el software R

version 3.6.3 (R development Core Team 2020), mediante la paqueteria rptR (Nakagawa y
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Schielzeth 2017) con una distribucién de Poisson. La repetibilidad se calcul6 por separado intra
etapa de pruebas (pre destete, juvenil y adulta). De igual manera se calcul6 la repetibilidad entre
etapas, considerando la mediana de la frecuencia de los tres dias de prueba por cada etapa. Para
cada andlisis de repetibilidad entre e intra etapa se consideré como factor aleatorio a la camada
de origen. Los intervalos de confianza (95%) y la significacion estadistica (valores de p) se
estimaron utilizando bootstrapping con 100 resamplings.

Path analysis. Calculamos la relacion causal entre las variables con el software R version 3.6.3
(R development Core Team 2020), por medio del analisis de ruta, con la paqueteria
piecewiseSEM (Lefcheck 2016), basado en el modelo lineal de efectos mixtos calculado con la
paqueteria Ime4 (Bates y cols. 2019). Empleamos un esquema para explorar la relacion causal
entre las variables (Figura 8). Comenzamos estableciendo las posibles relaciones directas entre
el sexo de los hermanos adyacentes, tamafio de camada y posicién intrauterina sobre la masa
corporal al nacimiento, de igual madera exploramos las relaciones entre masa corporal al
nacimiento, posicion en el agrupamiento y ganancia en peso al destete. Para estimar el efecto
causal de las variables predictoras sobre la conducta de marcaje, investigamos sus relaciones
directas con sexo de los hermanos adyacentes, el tamafio de la camada, la posicion intrauterina,
la posicion en el agrupamiento y la ganancia en peso al destete. Para evaluar las relaciones
indirectas, consideramos las trayectorias entre las variables dependientes que llevan a la

conducta de marcaje.

Todas las variables incluidas en este path analysis, son valores relativos calculados como

el porcentaje de desviacion de la media de la camada (Zepeda y cols. 2019).

También mostramos la R? para cada correlacion incluida en el diagrama del path analysis
(Figura 8), que se interpreta como la variacion proporcional explicada excluyendo la
contribucion del factor aleatorio a la varianza explicada, es decir, proporciona un valor entre 0
y 1, que indica qué tanto esta explicada la variable de respuesta por las variables predictoras
(Nakagawa y Schielzeth 2017).
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Modelo lineal generalizado mixto. El andlisis se realiz6 con el software R versién 3.6.3 (R
development Core Team 2020), utilizando la paqueteria Ime4 (Bates y cols. 2019) para la
aplicacion de los modelos lineales de efectos mixtos. A través de este analisis estadistico
evaluamos de manera preliminar, cuatro modelos. En el primero determinamos el efecto de las
variables predictoras prenatales (sexo de los hermanos adyacentes, tamafio de camada y posicion
intrauterina) sobre la concentracion de estradiol de las hembras en etapa adulta. En el segundo
evaluamos las interacciones entre las variables prenatales, sobre la concentracion de estradiol.
En el tercero evaluamos el efecto de las variables predictoras postnatales (masa corporal al
nacimiento, posicién en el agrupamiento y ganancia en peso al destete), y cuatro, las
interacciones de las variables postnatales, sobre la concentracién de estradiol. En cada modelo
incluimos la identidad de la camada como factor aleatorio, a fin de considerar estadisticamente

que las crias procedentes de la misma camada compartieron las mismas condiciones tempranas.
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7. Resultados
7.1. Repetibilidad

Para considerar que existen diferencias individuales en conducta, es necesario que ésta
sea estable en el tiempo y consistente entre contextos. Por ello, en un primer paso probamos la
consistencia en la frecuencia de marcaje intra tres etapas de edad, pre destete, juvenil, y adultez

(Tabla 1), asi como entre etapas (Tabla 2), a traves del analisis de repetibilidad.

Tabla 1. Repetibilidad en frecuencia de marcaje del mentén intra etapa, pre destete, juvenil y adultez en hebras del
conejo doméstico (n=36).

Pre destete Juvenil Adultez
ETAPA DP DP DP DP DP DP DP DP DP
21 22 23 74 75 76 124 125 123

Pre

destete

DP 21 - 0.00 +0.28
DP 22 - 0.00
DP 23 -

Juvenil

DP 74 - +0.86*** +0.75***
DP 75 - +0.83***
DP 76 -

Adultez

DP 124 - +0.89***  +0.84***
DP 125 - +0.91***
DP 126 -

Se muestra la repetibilidad para la frecuencia de marcaje dentro de los dias postnatales (DP) de cada etapa. Las
repetibilidades significativas se resaltan en negritas y con asteriscos (*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001). Las casillas
en color gris se refieren a aquellos casos en los que la correlacién no aplica.

No se observo consistencia en la frecuencia de marcaje entre los dias de prueba 21, 22 y
23 de la etapa pre destete (Figura 6a). Sin embargo, los resultados mostraron alta repetibilidad
dentro de las etapas juvenil y adulta. Las hembras con mayor frecuencia de marcaje en el DP 74
también mostraron mayor frecuencia en los DP 75y 76 de la etapa juvenil (Figura 6b). Asi
mismo, las hembras con mayor frecuencia de marcaje en el DP 124, mostraron mayor frecuencia
en los DP 125y 126 de la etapa adulta (Figura 6c). Se muestra la linea de regresion, que mejor

se ajusta a los puntos en las graficas con repetibilidad significativa.
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Para los analisis de repetibilidad entre etapas se utilizd la mediana de frecuencia de
marcaje de los tres dias de cada etapa, ademas se considerdé como factor aleatorio a la camada

de origen.

Tabla 2. Repetibilidad en frecuencia de marcaje del mentdn entre etapas en hebras del conejo doméstico (n=36).

Etapa pre destete Etapa juvenil Etapa adulta
Etapa pre destete - +0.260 +0.260
Etapa juvenil - +0.262**

Etapa adulta -
Se muestra la repetibilidad para la frecuencia de marcaje entre las tres etapas de edad. Las repetibilidades
significativas se resaltan en negritas y con asteriscos (*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001)

Los resultados de las pruebas de repetibilidad entre etapas mostraron que la frecuencia
de marcaje no fue consistente en los individuos entre las etapas pre destete y juvenil (Figura 7a).
Tampoco fueron consistentes entre las etapas pre destete y adulta (Figura 7b). Pero, si se observo
consistencia entre la etapa juvenil y adulta (Figura 7c), se muestra la linea de regresién, que
mejor se ajusta a los puntos en las gréaficas con repetibilidad significativa. Lo cual significa que
las hembras que desplegaron mayor frecuencia en la conducta de marcaje en la etapa juvenil,
fueron quien marcaron mas durante la etapa adulta. Por el contrario, las hembras que presentaron

baja frecuencia de marcaje en la etapa juvenil, también mostraron menor marcaje en la etapa

adulta.
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Figura 7. Correlaciones (incluida la linea de regresion) de frecuencia de marcaje del mentdn entre las etapas (a)
pre destete, (b) juvenil y (c) adulta. Ver Tabla 2 para los resultados estadisticos.
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7.2 Path analysis

Los resultados mostraron un efecto directo positivo, estadisticamente significativo
(p=0.01) del sexo de los hermanos adyacentes sobre la conducta de marcaje. Sin embargo, no
se encontraron efectos significativos directos ni indirectos del resto de las variables predictoras,
prenatales ni postnatales, sobre la conducta de marcaje. No obstante, tanto el tamafio de la
camada, como la posicién intrauterina, mostraron una asociacion indirecta, estadisticamente
significativa, con la ganancia en peso al destete, a traves de la masa corporal al nacimiento y la

posicion en el agrupamiento.

El efecto total indirecto del tamafio de camada sobre la ganancia en peso al destete, se
obtiene multiplicando los coeficientes path que llevan a la variable de respuesta. El tamafio de
camada modula la masa corporal al nacimiento, éste afecta la posicion en el agrupamiento que
a su vez modula ganancia en peso al destete; por lo tanto, fue 0.443 x 0.464 x 0.452 = 0.09. Y,
el efecto total indirecto de la posicion intrauterina a la ganancia en peso al destete, de igual
forma, se obtiene multiplicando los coeficientes path que llevan a la variable de respuesta. La
posicion intrauterina afecta la masa corporal al nacimiento, que a vez modula la posicion en el
agrupamiento y finalmente afecta a ganancia en peso al destete, por consiguiente, el efecto
indirecto fue 0.338 x 0.464 x 0.452 = 0.07.
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Figura 8. Esquema path analysis. Representacion esquematica con las variables predictoras prenatales (sexo de
los hermanos adyacentes, tamafio de camada y posicion intrauterina), postnatales (peso al nacimiento, posicién
dentro del agrupamiento y ganancia en peso) y variable de respuesta (conducta de marcaje). Las flechas indican la
relacion entre las variables. Los valores contiguos a cada flecha representan el coeficiente path, y los signos indican
el sentido de la relacion entre las variables, relacion positiva (+), relacion negativa (-). Los valores significativos
se resaltan en negritas y con asteriscos (* p<0.05, **p<0.01, ***p<.001). Los analisis se basaron en 36 hembras de
13 camadas. Se dan los valores de R? para cada relacion incluida en el diagrama path.

7.3 Relacion de interacciones prenatales y postnatales tempranas dentro de la camada y
concentracion de estradiol

No se encontraron relaciones significativas entre ninguna de las variables predictoras

sobre la concentracion de estradiol presente el plasma sanguineo de las conejas adultas

(estadisticos en la Tabla 3).
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Tabla 3. Modelos lineales de efectos mixtos

Modelo  Variable de respuesta Variables predictoras Intercepto  Estimado P
1 Concentracion de E; Sexo de los hermanos +8.918 +0.199 0.723
adyacentes
Posicion intrauterina (PIU) +8.918 +1.807 0.205
Tamafo de camada +8.918 -0.193 0.707
2 Concentracion de E; Sexo de los hermanos +8.175 +1.747 0.388
adyacentes: PIU
Sexo de los hermanos +8.175 -0.100 0.543
adyacentes: tamafio de camada
PIU: tamafio de camada +8.175 +0.048 0.816
3 Concentracion de E; Masa corporal al hacimiento +11.735 -0.02 0.974
Posicidn en el agrupamiento +11.735 -1.672 0.368
Crecimiento al destete +11.735 +0.062 0.687
4 Concentracion de E; Masa corporal al nacimiento: +10.358 -0.019 0.454
Posicidn en el agrupamiento
Posicidn en el agrupamiento: + 10.358 -0.107 0.644

crecimiento

Los andlisis se basaron en los datos de 22 hembras procedentes de 10 camadas. Por lo tanto, se consider6 como

factor aleatorio la identidad de la camada.
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8. Discusion

8.1 Repetibilidad en la frecuencia de marcaje

Uno de los resultados més importantes evaluados en esta investigacion es la estabilidad
en la frecuencia de marcaje a lo largo del desarrollo de los individuos, medida a través del
analisis de repetibilidad. Aungue no se observo repetibilidad en la frecuencia de marcaje dentro
de la etapa pre destete, posiblemente debido a que en esta edad solo algunas hembras ya han
iniciado la conducta de marcaje (Gonzélez-Mariscal y cols. 1992). Si encontramos clara
repetibilidad en la frecuencia de marcaje del menton dentro de las etapas juvenil y adulta, lo
cual indica que las hembras que mostraron mayor frecuencia de marcaje en el DP 74 también
mostraron mayor frecuencia de marcaje en los PD 75y 76 de la etapa juvenil. De igual forma,
las hembras que mostraron mayor frecuencia de marcaje en el DP 124 también mostraron mayor
frecuencia de marcaje en los PD 125 y 126 de la etapa adulta. Ademads, encontramos
repetibilidad significativa entre estas dos etapas, lo cual sugiere que la conducta de marcaje
comienza a establecerse como rasgo de individualidad a medida que los individuos alcanzan la
madurez sexual. Como lo describe Gonzalez-Mariscal y cols. (1992), que la conducta de
marcaje se estabiliza en cuanto las hormonas sexuales comienzan a incrementar, se intuye que
esto ocurre alrededor del dia 57 tanto en conejos silvestres (Mykytowycz 1965) como en conejo
Nueva Zelanda mantenido en condiciones de laboratorio (Gonzélez-Mariscal y cols. 1992), ya

que a partir de este dia se ha reportado un notable incremento en la frecuencia de marcaje.

Aunado a ello, la estabilidad individual de la conducta de marcaje dentro de la camada
en la etapa juvenil y adulta podrian representar una medida significativa de individualidad con
consecuencias ecolégicas o evolutivas, por ejemplo, afectar o favorecer la capacidad y el éxito

reproductivo de las hembras, a través de una conducta.
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8.2 Path analysis.

Confirmamos el efecto prenatal del sexo de los hermanos adyacentes sobre la frecuencia
de marcaje en las hembras (Banszegi y cols. 2009). Observamos que el nimero de machos entre
los que se desarrolla una hembra en el cuerno uterino si influye en las diferencias individuales
en conducta a largo plazo. Las hembras que se gestaron entre dos machos presentaron mayor
despliegue de marcaje, mientras que las hembras que se desarrollaron intrauterinamente entre
dos hembras mostraron la menor frecuencia de marcaje. Lo cual, se propone esta explicado por
la diferenciacidn sexual cerebral generada por la difusién de testosterona producida por los fetos
masculinos en el ultimo tercio de gestacion (vom Saal 1989). Durante este lapso de tiempo, los
individuos se encuentran en un periodo sensible en el que todas las moléculas que llegan al feto
pueden ejercer efectos en su desarrollo. Un ejemplo de ello es la dependencia de testosterona
prenatal, en la expresion de la enzima aromatasa, enzima responsable de la conversion de

testosterona a estradiol (Roselli y Klosterman 1998).

El resto de las variables predictoras, tamafio de camada, posicion intrauterina, masa
corporal al nacimiento, posicion en el agrupamiento y ganancia en peso al destete, no explicaron
de manera directa ni indirecta las diferencias individuales en la conducta de marcaje, por lo
tanto, nuestra hipotesis de que las interacciones intracamada, prenatales y postnatales, modulan

el desarrollo de diferencias individuales en la conducta de marcaje se cumplié parcialmente.

Posiblemente la conducta de marcaje al ser parte de la comunicacion quimica esta
modulada por el contexto social (Kent y cols. 2008) pero no por interacciones tempranas, Si no
por factores y experiencias de vida mas tardios. Otra explicacién es que las diferencias
individuales, estan relacionados con la funcion bioldgica de la conducta de marcaje, sin

embargo, aun no es clara cual es esta funcion.

Adicionalmente, el andlisis de trayectoria realizado, confirma el efecto de la posicion
intrauterina y el tamafio de camada sobre la masa corporal al nacimiento (Bautista y cols.
2015a), ademas proporciona la magnitud de los efectos, expresados en el valor del coeficiente
path. A su vez, muestra que la masa corporal al nacimiento, condiciona la posicion que ocupan

las crias dentro del agrupamiento, a mayor peso corporal las crias ocupan posiciones mas
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centrales y ello les confiere ventajas en la competencia por recursos sobre las crias que ocupan
posiciones periféricas (Bautista y cols. 2015b), dando como resultado mayor ganancia en peso
(Bautista y cols. 2013). Estos resultados confirman la importancia de las interacciones entre
hermanos de camada en la formacion de diferencias individuales en la masa corporal al destete
(Zepeda y cols. 2019). Pero también proporciona informacion adicional, la direccionalidad y
magnitud de tales interacciones sobre la conducta de marcaje, mediante un modelo

multivariable, que evalUa el efecto directo e indirecto.

8.3 Interacciones intracamada y concentracion de estradiol

En el presente estudio se propuso evaluar el efecto de las interacciones tempranas dentro
de la camada sobre la concentracion de estradiol en hembras adultas. Sin embargo, no
encontramos efecto alguno del sexo de los hermanos adyacentes, tamafio de camada, posicién
intrauterina, masa corporal al nacimiento, posicion en el agrupamiento, ganancia en peso al
destete o las interacciones de las variables predictoras. Ello, podria deberse a que posiblemente
la sintesis de hormonas esteroideas, incluido el estradiol es variable y cambia a través del ciclo
estral (Hernandez 2008). Y a que los niveles de estrégenos no se almacenan, si no que se produce

en respuesta a las hormonas HL y FSH (Balun 2009).

8.4 Conducta de marcaje y concentracion de estradiol en etapa adulta

Sorprendentemente, contrario a lo reportado por Hudson y cols. (1990), no encontramos
una asociacion entre la conducta de marcaje y la concentracion de estradiol plasmatica en las
hembras de conejo doméstico. Pese a que se ha descrito que la conducta de marcaje requiere
bajas concentraciones de estrogenos para ser estimulada (Hudson y cols., 1990). Las diferencias
en la concentracion de estradiol no explicaron las diferencias individuales en conducta de
marcaje. Esto posiblemente se deba a otros factores ambientales y fisioldgicos que interaccionan
con los niveles de estradiol para estimular la conducta de marcaje. En conejos de laboratorio,

alojados individualmente y con una dieta estdndar quizas sea poco probable encontrar
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asociacion de la conducta de marcaje y aspectos fisioldgicos, ya que no hay factores ambientales
diferentes entre individuos que pudieran generar diferencias fisioldgicas (Arteaga y cols. 2008).

Nuestros datos actuales no permiten comparar entre los niveles séricos de estradiol ya
que solo realizamos una medicién. Sugerimos realizar al menos dos mediciones mas en la
madurez sexual, en este estudio. Y en un experimento futuro, realizar mediciones a etapas
temprana del desarrollo, posiblemente a partir del dia 57, cuando se observa un notable
incremento en la conducta de marcaje (Mykytowycz 1965; Gonzalez-Marical y cols. 1992) para

evaluar la repetibilidad y observar si se comporta como una diferencia individual.

9. Conclusién

1. La frecuencia de marcaje del mentdn que despliegan las hembras del conejo doméstico
es un rasgo de individualidad estable en el tiempo.
2. El sexo de los hermanos adyacentes esta asociado a las diferencias individuales estables

en la frecuencia de marcaje observadas en las hembras adultas del conejo.

36



10. Perspectivas

1. Cuantificar la concentracion de testosterona en las hembras para observar si el efecto
del sexo de los hermanos adyacentes sobre los niveles hormonales al nacimiento se
mantiene hasta la edad adulta.

2. Examinar si es la testosterona la que modula la conducta de marcaje tanto en machos
como en hembras.

3. Evaluar cémo las diferencias individuales en conducta de marcaje del mentén se

correlacionan con la supervivencia y reproduccion de los individuos.
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12. Glosario

Altricialidad: Estado de inmadurez de las crias de una especie animal en el momento
de nacer, lo que implica ojos cerrados, conductos auditivos cerrados o semicerrados, sin

pelo, con severas limitaciones morfoldgicas.

Autocrino: Tipo de secrecion quimica en la cual, la secrecién de una célula que afecta

a la misma célula que la produce.

Bootstrapping: Método que estima la distribucion de muestreo al tomar maultiples

muestras con reemplazo de una sola muestra aleatoria.

Citoarquitectura: Patrén caracteristico de disposicion y organizacion de las células en

cada tejido u 6rgano concreto.

Conspicuo: De forma determinada y caracteristica, que le hace sobresalir del resto.

Cromosoma: Estructuras microscopicas presentes en todas las células del organismo
que contienen los genes determinantes de rasgos heredables, y de control del crecimiento

y desarrollo de cada componente de nuestro sistema fisico y bioquimico.

Defeminizacion: supresion del desarrollo de la morfologia tipica hembra (desarrollo de
los conductos de Miulleren las trompas de Falopio, el utero yla vagina) y de

comportamiento predisposiciones.

Ensayo de inmunoabsorcién ligado a enzima (ELISA): Método analitico que
depende de la reaccién antigeno-anticuerpo, usado en inmunologia para

medir anticuerpos, antigenos, proteinas y glicoproteinas en muestras bioldgicas.
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Estro: Periodo del ciclo estral relacionado con la mé&xima receptividad y fertilidad en

las hembras de mamiferos que no son primates.

Gen SRY: Por sus siglas en inglés (Sex Determining Region Y) es el gen ubicado en el
brazo corto del cromosoma Y, que determina el sexo de los individuos en mamiferos

marsupiales y placentarios mediante la activacion de la diferenciacion testicular.

Masculinizaciéon: Produccion de la morfologia tipica masculina (desarrollo de
los conductos de Wolff en estructuras reproductivas masculinas) y predisposiciones

conductuales.

Neurogénesis: Proceso por el cual se producen nuevas neuronas en el cerebro.

Ovariectomia: Extirpacién quirtrgica de los ovarios.

Paracrino Tipo de secrecion quimica en la cual, la secrecién de una célula que la

produce afecta entornos celulares locales.

Sinapsis: Espacio entre dos neuronas donde ocurre la transmision de impulsos nerviosos
entre las prolongaciones citoplasmaticas de una neurona y las dendritas o el cuerpo de

otra.

Termoregulaciéon: Capacidad que tiene el organismo para regular su temperatura

corporal.
Zona termoneutral: Rango de temperatura del medio ambiente dentro del cual los

individuos mantienen su temperatura corporal constante sin utilizar energia extra para

termoregular.
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13. Anexos

13.1 Cuantificacion de estradiol por técnica de ELISA

La técnica de ELISA para cuantificacion de estradiol en suero sanguineo es un metodo
inmunoenzimatico directo de tipo sandwich en el que los antigenos de la muestra forman un
complejo con los anticuerpos unidos a la placa, posteriormente se une un anticuerpo marcado,

generando una reaccion colorimetria que se mide por absorbancia.

13.1.1 Preparacion de buffers, muestra y reactivos especificos de la prueba

Buffer ELISA. Diluir 10 mL del vial buffer Elisa [10X] (Estradiol ELISA Kit, Cayman

Chemical, E.U) en 90 mL de agua ultra pura y disolver completamente.

Solucion buffer de lavado. Diluir 5 mL del vial wash Buffer [400X] (Estradiol ELISA Kit,
Cayman Chemical, E.U) con agua ultra pura y aforar a un volumen de 2 L. Después, agregar 1
mL de polisorbato (Estradiol ELISA Kit, Cayman Chemical, E.U.

Preparacion de la muestra. Reconstituir las muestras previamente extractadas adicionando 300

uL de buffer ELISA y mezclar durante 10 minutos en vortex (Vortex-Genie 2, Daigger, E.U).

Standard ELISA de Estradiol. En un tubo de ensayo limpio marcado con el #0, transferir 100
uL de estradiol ELISA Standard (Estradiol ELISA Kit, Cayman Chemical, E.U) y adicionar 900
ML de agua ultra pura. Posteriormente, numerar 8 tubos de ensayo de #1 al #8. Colocar alicuotas
de 900 pL de Buffer ELISA al tubo #1 y de 600 pL a los tubos #2 al #8. Transferir 100 pL del
tubo #0 al tubo #1 y mezclar. Seriadamente diluir el estandar extrayendo 300 pL del tubo #1 y
transferirlo al tubo #2, mezclar. Después, extraer 300 pL del tubo #2 y transferirlo al tubo #3,

mezclar. Repetir este procedimiento hasta llegar al tubo #8
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Trazador AChE de estradiol. Reconstituir el vial dtn Estradiol AChE Tracer (Estradiol ELISA
Kit, Cayman Chemical, E.U) con 6 mL de Elisa Buffer

Antisuero ELISA de estradiol. Reconstituir el vial dtn Estradiol Antiserum (Estradiol ELISA
Kit, Cayman Chemical, E.U) con 6 mL de Elisa Buffer

13.1.2 Configuracién de placa de prueba
La placa incluye 96 pocillos listos para usar, distribuidos como se indica en la imagen.

Blk: Blanco
TA: Actividad Total

NSB: Union no
especifico

B0: Méaxima unién
S1-S8: Standards 1-8
1-36: Muestra

GEEEGOOO ~
OOOOOOOO ~
BOOOOOOO «
OOOOOOOO »
OOOOOOOO -
©000000 0k
OOEEEOOO -
OOEEEEOO *
©0000000K
GOOOOOOO &
©000/0/000)=
©000/0/0/0/0)

13.1.3 Realizacion de la prueba
1. Agregar 100 uL de buffer ELISA a los pozos NSB y 50 pL a los pozos BO.

2. Agregar 50 pL del tubo #8 a los pozos marcados como (S8). Agregar 50 pL del tubo #7 a
cada uno de los siguientes pozos del standard, marcados como (S7). Continuar con este
proceso hasta el standard 1.

3. Agregar 50 uL de muestra a cada uno de los pozos correspondientes con el nimero de
muestra.

4. Agregar 50 uL de trazador AChE de estradiol a cada pozo, excepto los pozos TA 'y BIk.

5. Agregar 50 L del antisuero ELISA de estradiol a cada pozo, excepto los pozos TA, NSB y
Blk inmediatamente después de agregar el trazador.
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6. Cubrir los 96 pozos de la placa con la hoja de cubierta e incubar por 2 horas a temperatura
ambiente en un agitador orbital (marca).

7. Transcurrido el tiempo de incubacion, reconstituir el reactivo de Ellman”s 100 dtn con 20
mL de agua ultra pura.

8. Vaciar los pozos y enjuagar cinco veces con 300 pL de solucion buffer de lavado.
9. Agregar 200 pL de Ellman’s a cada pozo
10. Agregar 5 pL del trazador al pozo TA.

11. Cubrir la placa nuevamente con la hoja de cubierta e incubar por 1 hora a temperatura
ambiente en obscuridad en un agitador orbital (marca).

12. Finalizado el tiempo de incubacion, limpiar la placa de la parte inferior con un pafiuelo
para eliminar huellas dactilares y suciedad.

13. Retirar cuidadosamente la hoja de cubierta y leer la obsorbancia de la placa a una longitud
de onda entre 405-420 nm.
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14. Resumenes de memorias de congresos nacionales o internacionales

Cartel 30

Interacciones Intra-camada, Diferencias Individuales en La Ontogenia de La Conducta
de Marcaje del Mentén y Concentraciéon de Estradiol en Hembras Adultas del Conejo

Yesenia Fernandez?, José Alfredo Zepeda?, Leticia Nicolds?, Robyn Hudson?, Amando
Bautista?®
1 Maestria en Ciencias Biologicas, Universidad Auténoma de Tlaxcala.
2 Doctorado en Ciencias Biolégicas, Universidad Auténoma de Tlaxcala.
3 Centro Tlaxcala Biologia de la Conducta, Universidad Auténoma de Tlaxcala.
4 Instituto de Investigaciones Biomédicas, Universidad Nacional Auténoma de México.

Las diferencias individuales en conducta y fisiologia son en cierta parte, resultado de las
interacciones intra-camada en etapas prenatales y posnatales que experimentan los
individuos en su desarrollo temprano. Por un lado, en mamiteros politocos, el sitio en el
que se desarrollan los fetos dentro del cuerno uterino, influye en el peso corporal al
nacimiento y el desarrollo individual (Roshan y Greene 1936; Breuer y Claussen 1977;
Argente y cols. 2003; Bautista y cols. 2015a). Por otro lado, la presencia de hermanos
machos adyacentes dentro del cuerno uterino influye sobre la diferenciacién sexual de las
hembras. Los fetos femeninos que se desarrollan entre dos machos tienden a mostrar
anatomia, rasgos fisiologicos y de comportamiento masculinizados, esto debido a la
exposicién a testosterona producida por sus hermanos machos (revisado en Ryan y
Vandenbergh 2002).

En la etapa posnatal las interacciones intra-camada en funcion del peso relativo de
sus miembros son capaces de modular las diferencias individuales (Bautista y cols. 2015b).
Aunado a lo anterior, las interacciones tempranas dentro de la camada se asocian a
diferencias individuales en conducta cuando son adultos; por ejemplo, las crias ligeras al
nacimiento muestran un estilo conductual mas proactivo que sus hermanas mas pesadas
(Reyes-Meza y cols. 2011). Con base en lo anterior es posible que estas interacciones
tempranas entre los miembros de la camada también estén asociadas a diferencias

individuales en otras conductas del conejo doméstico.
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Cartal 28

Diferencias Individuales En La Conducta De Marcaje Por Frotamiento Del Mentén
Asociadas A Interacciones Tempranas Intra-camada, En Hembras Del Conejo Doméstico.

Yesenia Fernandez'*, José Alfredo Zepeda?, Leticia Nicolas?, Robyn Hudson* y Amando
Bautista3

1 Maestria en Ciencias Biolégicas, Universidad Auténoma de Tlaxcala. 2 Preparatoria Alfonso
Calderén Moreno, Benemérita Universidad Auténoma de Puebla. 3 Centro Tlaxcala Biologia
de la Conducta, Universidad Auténoma de Tlaxcala. 4 Instituto de Investigaciones
Biomédicas, Universidad Nacional Auténoma de México.

fernandez_1227@hotmail.com Tel. 2461757848

Los conejos (Oryctolagus cuniculus) sexualmente maduros de ambos sexos despliegan la
conducta de marcaje del mentén, la cual consiste en frotar repetidamente su barbilla sobre
objetos conspicuos. En esta conducta, que forma parte importante del sistema de comunicacién
quimica de este mamifero, existen diferencias individuales altamente estables en la frecuencia
con la que los conejos marcan. En este trabajo queremos investigar en condiciones de
laboratorio la posible influencia de factores ambientales prenatales y posnatales, asociados a la
prescencia de los hermanos, sobre el desarrollo de las diferencias individuales en la frecuencia
de marcaje en hembras del conejo. Trabajamos con 30 hembras (provenientes de 11 camadas).
Como factores del ambiente prenatal determinamos para cada hembra su posicion intrauterina
(si se gest6 proximal=0; o distalmente=1 dentro del cuerno uterino) y el sexo de sus hermanos
adyacentes durante su gestaciéon. Y postnatalmente, su peso corporal al nacimiento
(dependiente del tamano de camada) y su crecimiento (como indicador de competencia con
sus hermanos). La variable de respuesta fue la frecuencia de marcaje del mentén en los Dias
Posnatales 20, 21 y 22 (pre-destete), 74, 75y 76 (etapa juvenil) y 124, 125 y 126 (madurez sexual).
Los resultados sugieren que las interaciones intracamada, tanto prenatales como postnatales,
estan asociadas a las diferencias individuales estables en la frecuencia de marcaje observadas

en las hembras adultas del conejo. Agradecimientos: CONACyT: 926571 y PAPIIT-IN212416
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Individual differences in chin marking behavior associated with early intra-litter interactions
in female domestic rabbits

Yesenia Fernandezl, José Alfredo Zepeda2, Lourdes Arteaga3, Robyn Hudson4, Amando
Bautista3

1 Maestria en Ciencias Bioldgicas, Universidad Autdbnoma de Tlaxcala. 2 Preparatoria
Alfonso Calderén Moreno, Benemérita Universidad Auténoma de Puebla. 3 Centro Tlaxcala
Biologia de la Conducta, Universidad Auténoma de Tlaxcala. 4 Instituto de Investigaciones
Biomédicas, Universidad Nacional Auténoma de México.

Sexually mature rabbits (Oryctolagus cuniculus) display chin-marking behavior, which
consists of repeatedly rubbing their chin glands on conspicuous objects. In this behavior,
which is an important part of the chemical communication system of this mammal, rabbits
show highly stable individual differences in its frequency. Although this behavior has been
widely described, little is known about the origin of the individual differences in chin marking.
In this work, we investigated in laboratory conditions, the possible influence of early
environmental factors associated with the presence of siblings on the development of such
differences in 35 female rabbits (from 11 litters). For each individual, prenatally we
registered its intrauterine position and the sex of its adjacent siblings: females between two
females (OM), females between a female and a male (1M), and females between two males
(2M), and postnatally body mass at birth and growth (as a proxy for intralitter competition for
milk). Individual frequency of chin marking on postnatal days 20 to 22 (preweaning), 74 to
76 (juvenile stage) and 124 to 126 (sexual maturity) was also measured. Preliminary results
show repeatability in the frequency of marking between the juvenile and adult stage
(rs=0.06, p=0.005), and repeatability during the adult stage (rs=0.8, p < 0.0001). We also
found that 2M females marked significantly more than 1M and OM females (H=7.42,
p=0.025). So far, our results suggest that only sex of adjacent siblings prenatally predicts
individual differences in chin marking. However, we are currently working on a statistical
model for identifying possible direct and indirect influences of intralitter interactions, prenatal
and postnatal, on individual differences in chin marking frequency (Grant from PAPIIT-
UNAM IN213120).
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