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Resumen
La tolerancia social es un factor determinante en la estructura social de los grupos animales.

Especificamente, la tolerancia social femenina ha sido poco estudiada y la evidencia
resultante se encuentra restringida a estudios farmacologicos y de grupos taxondémicos
particulares donde las hembras suelen ser poco tolerantes. La evidencia sefiala que la
variacion de esta conducta podria estar relacionada con los niveles de testosterona. Para el
grupo de los roedores, los niveles mas bajos de tolerancia social coinciden con la gestacion,
etapa en la que también se reportan los niveles mas altos de testosterona. En este trabajo se
buscé realizar una aproximacion integrativa de la tolerancia social femenina, al comparar el
comportamiento social entre hembras gestantes y no gestantes y ver si se relaciona con sus
niveles de testosterona. Aunque la tendencia es clara en los grupos mencionados, la
evidencia disponible para especies mas sociables es contradictoria. Por esta razén, se utilizo
como modelo de estudio hembras silvestres de Peromyscus difficilis, una especie con alta
tolerancia social que hace parte de un grupo de especies muy poco estudiadas bajo este
paradigma. La hipdtesis que se evalud fue que las hembras gestantes, al tener niveles mas
altos de testosterona, presentarian menor tolerancia social que las hembras no gestantes. Para
poner a prueba esta idea, se capturaron hembras del raton P. difficilis en tres sitios del volcan
La Malinche. Se realizaron confrontaciones diadicas en arenas neutrales y se tomaron
muestras de excretas fecales para medir niveles de testosterona. Se encontré que el nivel de
tolerancia social no difiere de forma significativa entre las hembras gestantes y las no
gestantes y tampoco se relacionan con los niveles de testosterona. En conclusion, las
hembras de P. difficilis son altamente tolerantes hacia sus conespecificas y esta tolerancia

no se ve afectada por la gestacion ni se encuentra relacionada con sus niveles de testosterona.
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1. INTRODUCCION

El nivel de tolerancia en las interacciones intraespecificas es un elemento central de la
organizacion social de una especie (Melis y cols. 2006). La variacién en la tolerancia social
puede influir en diversos parametros relevantes para la supervivencia de los organismos (De
Waal y Luttrell 1989). Los niveles de tolerancia social suelen ser variables dentro de estas
relaciones y pueden verse reflejados en patrones de afiliacion y agresion entre los individuos
de una poblacién (Ciani y cols. 2012; Fichtel y cols. 2017). Tanto los comportamientos
afiliativos como los agresivos tienen relacion con el estatus social y la supervivencia de los
individuos (Soria y cols. 2008) y pueden influir en la intensidad y la selectividad de
cooperacion gue hay entre los conespecificos (Melis y cols. 2006; Range y cols. 2015), asi
como la competencia por acceso a recursos limitados y el aprendizaje de nuevas conductas
(Fichtel y cols. 2017).

Los niveles altos de tolerancia favorecen la cooperacion entre los individuos en
diversas actividades grupales (Range y cols. 2015). Mientras que, los niveles bajos de
tolerancia conducen a la agresion, favorecen la segregacion espacial de los individuos (Gipps
1984), permiten el acceso a recursos de mayor calidad y se relacionan con un mayor éxito
reproductivo (Raleigh y McGuire 1989). Entre los mamiferos, la variacion en los niveles de
tolerancia tiene consecuencias importantes sobre la dindmica poblacional (Gipps 1984;
Heske y cols. 1988). Por ejemplo, en roedores, el nivel de tolerancia exhibido es un factor
determinante en la organizacién social y la segregacion espacial de los grupos (Gipps 1984),
teniendo un impacto directo sobre el reclutamiento de nuevos individuos en las poblaciones
(Halpin 1981).

Debido a que la expresion de la agresion en las interacciones sociales intraespecificas
ha sido asociada con la proteccion del territorio y recursos, cdmo alimento, espacio y
hembras, por mucho tiempo ha sido descrita como un rasgo funcional exclusivo de los
machos (French y cols. 2013). Esto ha llevado a un escaso estudio de las interacciones
sociales agresivas entre hembras. Sin embargo, actualmente se conoce que ademas de las
relaciones afiliativas, las hembras pueden tener un papel de amplia importancia en las
interacciones agresivas en contextos asociados con la defensa del territorio, recursos
alimenticios, parejas sexuales o las crias (Stockley y Bro-Jorgensen 2011).

La tolerancia social en las interacciones hembra-hembra ha sido estudiada en el

contexto de la competencia intra-sexual, en donde se ha visto que varia en funcién de la



abundancia de recursos, asi como de la disponibilidad y calidad de los machos (Rosvall
2011; Rosvall 2013). Especificamente, en roedores, se ha reportado que los niveles de
tolerancia social en hembras suelen variar estacionalmente con el estado reproductivo
(Courtalon y cols. 2003). Esto se evidencia dentro de algunas especies de ratones silvestres
donde las hembras, a pesar de mostrar niveles altos de tolerancia en la mayoria de las
situaciones, durante los dias cercanos y posteriores al parto atacan a sus conespecificas
(Palanza y cols. 2005). Durante la etapa de gestacion de algunas hembras de roedores, la
tolerancia social es muy baja, y las interacciones pueden ser tan agresivas que llegan a
comprometer la supervivencia de los actores involucrados (Wolff 2008). Esto resulta
relevante en la regulacion del crecimiento poblacional, ya que se sabe que, en hembras, un
aumento en la agresion durante la etapa reproductiva favorece la proteccion de las crias y
evita el infanticidio (Palanza y cols. 1996).

A pesar de que existe evidencia sobre la ocurrencia de variacion en la tolerancia
social de las hembras relacionada con el estado reproductivo, hay poca informacion sobre
los posibles mecanismos fisiologicos que le subyacen (Rosvall 2013). En machos de
roedores, esta bien establecido que la testosterona y sus metabolitos son mediadores
inmediatos de la tolerancia social, pero recientemente se ha presentado un creciente interés
en evaluar si existe también esta relacién en hembras (Adkins-Regan 2005; Hau 2007). En
primer lugar, porque la mayoria de la evidencia sobre los picos de agresion femenina en
mamiferos corresponde a la etapa de la gestacion y lactancia, lo cual coincide con los picos
de testosterona reportados (Wolff y Peterson 1998; Rodel y cols. 2008). En segundo lugar,
porque diversos trabajos experimentales han encontrado una relacién negativa entre la
administracion de testosterona exdgena en hembras y la tolerancia social expresada
(Edwards 1969; Albert y cols. 1993).

Fisiologicamente esto tiene sentido, pues las hembras producen naturalmente
testosterona en las gonadas, el cerebro y las glandulas suprarrenales y en diversas especies
es la hormona circulante que presenta niveles mas altos durante la etapa reproductiva (Staub
y DeBeer 1997; Ketterson y cols. 2005). Aunado a esto, ambos Sexos expresan receptores
de androgenos en una serie de tejidos neurales y periféricos, asi como, respuestas
comportamentales y fisiologicas ante la administracion exogena de testosterona (Ketterson

y cols. 2005). Ademas, la exposicion a niveles elevados de testosterona a menudo



masculiniza el comportamiento de las hembras, disminuyendo el nivel de tolerancia en
algunas especies de vertebrados (Rosvall 2013).

Se sabe que la testosterona afecta el comportamiento a través de una cascada de
procesos fisiologicos relacionados entre si, como lo es la variacion de su produccion (Rosvall
2013). La principal fuente de testosterona en circulacion es la gonada, y la produccion
gonadal de testosterona esté regulada por el eje hipotdlamo-hipdfisis-gonadal, que se activa
por estimulos externos (organizacion social, duracion del dia, dieta o la presencia de una
pareja) (Wingfield y cols. 2001). La hormona liberadora de gonadotropina se libera del
hipotalamo y actla sobre la pituitaria para liberar gonadotropinas, incluida la hormona
luteinizante. La hormona luteinizante se une a sus receptores en la génada para estimular la
biosintesis de esteroides y la liberacion de testosterona (Rosvall 2013). Muchos de los
efectos conductuales de la testosterona son generados por el estradiol después de la
conversion local a través de la aromatasa (Ball y Balthazart 2008). Los individuos también
pueden diferir en la sensibilidad del tejido diana o en el metabolismo de las hormonas, debido
a la variacion en la ubicacion o la abundancia de receptores nucleares, enzimas involucradas
en la sintesis 0 metabolismo de esteroides locales (Rosvall 2013).

Aunque los andrégenos podrian modular el comportamiento de las hembras de manera
similar a lo que se ha observado en machos de este taxdn, la evidencia al respecto es muy
escasa (Ross y French 2011). Aunado a esto, las pruebas de tolerancia social suelen realizarse
principalmente en poblaciones semi-libres o cautivas, por lo que el conocimiento sobre los
mecanismos fisioldgicos vinculados a la tolerancia social en condiciones naturales es ain

menor (Fichtel y cols. 2017).



2. ANTECEDENTES

2.1 Tolerancia social en hembras
La principal funcion asociada a los comportamientos agresivos y afiliativos en las hembras
es el acceso preferencial a los recursos reproductivos (Raleigh y McGuire 1989) y
alimenticios (Fichtel y cols. 2017).

En hembras existe evidencia sobre diversas fuentes de variacion en la tolerancia
social. En especies de ratones heteromidos, como es el caso de Chaetodipus siccus, las
hembras presentan aumentos de agresién durante el establecimiento de jerarquias de
dominancia y subordinacion (Aguilera-Miller y cols. 2018). En el caso del raton de
California Peromyscus californicus, el nivel de tolerancia social de las hembras es similar al
de los machos; sin embargo, durante los dias cortos similares a los de invierno, ellas exhiben
mayores niveles de agresion (Silva y cols. 2010). De forma similar, en las hembras del
hamster dorado Mesocricetus auratus, los niveles de tolerancia social van disminuyendo con
la edad resultando en que las hembras maduras pueden llegar a ser méas agresivas que los
machos de su misma edad (Taravosh y Delville 2004).

Por otra parte, aunque la evidencia enumera multiples fuentes de variacion en la
tolerancia que presentan las hembras, la mayor parte de los estudios sugieren que es durante
la gestacion y la lactancia cuando las hembras son menos tolerantes hacia sus conespecificas
(Rodel y cols. 2008). Esto se ha observado dentro de algunas poblaciones silvestres del
muarido Mus musculus, en los que la tolerancia suele variar conforme a la densidad
poblacional y a la actividad reproductiva. Particularmente, se observa que las hembras se
vuelven menos tolerantes durante la reproduccion, aumentando el despliegue de
comportamientos agresivos hacia los conespecificos intrusos (Chovnik y cols. 1987).
También, para esta especie se ha reportado que las hembras juveniles presentan niveles altos
de tolerancia social, pero una vez que se aparean por primera vez, la tolerancia disminuye
aumentando el nimero de eventos agresivos y la intensidad de estos (Palanza y cols. 2005).
En esta misma linea de evidencia, en las hembras gestantes de Mus musculus, Peromyscus
maniculatus gambelii, y Peromyscus californicus parasitcus se ha descrito una disminucion
en latolerancia hacia sus conespecificos extrafios a medida que se acerca el parto. Justo antes
de presentarse el parto, la tolerancia social es tan baja que las hembras con frecuencia

excluyen a la pareja del nido (Eisenberg 1962; Crowcroft y Rowe 1963).



2.2 Tolerancia social femenina y testosterona

La respuesta social de los individuos se puede entender como un repertorio de
comportamientos estrechamente relacionados entre si, regulados por las hormonas,
moldeados por el desarrollo y la experiencia y modulados de manera aguda por las sefiales
ambientales y el entorno (Newman 1999). En los vertebrados, los niveles de hormonas
circulantes son considerados como unas de las principales causas proximas de diferentes
comportamientos como los sexuales, de crianza, de afiliacion y agresion (Manning 1981).
En diversas especies de mamiferos se ha comprobado que las conductas agresivas se
relacionan positivamente con los niveles circulantes de testosterona (von Engelhardt y cols.
2000).

Varios trabajos abordan el estudio de la tolerancia social en hembras de distintas
especies de roedores y la forma en que estos patrones conductuales se relacionan con la
testosterona. Para poner a prueba esta relacion se han realizado diferentes trabajos
farmacoldgicos, como el realizado con las ratas marrones Rattus norvegicus, donde se
encontré que en las hembras que expresaban comportamientos agresivos, se vio aumentada
su agresividad al ser tratadas con testosterona (Albert y cols. 1993). Lo mismo se ha
observado al trabajar con hembras de la cepa Swiss Webster, mostrando que la tolerancia
social era significativamente mas baja en aquellas hembras que habian sido tratadas con
testosterona en comparacion con las hembras a las que no se les administro testosterona
(Pinnay cols. 2005).

Fuera de los estudios farmacoldgicos, muchos trabajos se han centrado en el analisis
de especies con sistemas de organizacion social particulares. Por ejemplo, la rata topo
desnuda Heterocephalus glaber, una especie eusocial que vive en colonias divididas por
castas, donde la reina tiene el mayor rango social. Cuando la reina muere, las hembras de
mayor jerarquia social compiten por el puesto de reina, aumentando el nivel de agresion a la
vez que aumentan sus niveles de testosterona (Clarke y Faulkes 1997). También se encuentra
el caso del Daméan de El Cabo Procavia capensis, una de las pocas especies de mamiferos
en las que se han registrado hembras con niveles de testosterona que llegan a ser superiores
a los de los machos. En esta especie se han analizado las interacciones sociales de los
individuos, encontrando un menor nivel de tolerancia entre las hembras que entre los machos
(Koren y cols. 2006).



Finalmente, la mayor parte de la evidencia sobre variacion en los niveles de
tolerancia social en hembras de mamiferos se centra en especies atipicas (aquellas especies
donde las hembras son igual 0 més agresivas que los machos), donde las hembras suelen ser
conductualmente dominantes sobre los machos (French y cols. 2013). Es el caso de los tities
de orejas copetudas negras Callithrix kuhlii, donde aquellas hembras que presentaron
mayores niveles de agresion durante encuentros de intruso-residente, mostraron también un
incremento en los niveles de testosterona. En contraste, las hembras més tolerantes no
tuvieron un incremento hormonal (Ross y French 2011). Otro ejemplo se encuentra en los
Iémures de cola anillada Lemur catta, donde las hembras presentan un aumento del doble en
sus niveles de testosterona fecal durante la temporada reproductiva, al tiempo que la
tolerancia hacia sus conespecificos disminuye en la misma proporcién (von Engelhardt y
cols. 2000).

En muchas especies reproductoras estacionales (aquellas donde la reproduccién es
regulada por el ambiente, generando crias durante la temporada mas Optima), se ha
observado que el aumento de los niveles de testosterona sincroniza el incremento en los
niveles de agresion territorial con el comportamiento de apareamiento (Wingfield y cols.
2001). En las hembras, la evidencia sefiala que la testosterona aumenta con el inicio de la
reproduccion (Ketterson y cols. 2005). Esto sugiere que la relacion conducta-testosterona
podria esperarse en etapas donde las hembras presentan los niveles mas altos de testosterona,
como es el caso de la gestacion, donde las hembras de diversas especies de roedores
presentan sus niveles mas altos de testosterona, como es el caso de los ratones domésticos
(deCatanzaro y cols. 2004) y los ratones rayados del desierto (Carsten 2008). Considerando
también que esta etapa coincide con los picos de menor tolerancia registrados en las hembras
de ratones domésticos (Chovnik y cols. 1987; Palanza y cols. 2005) y otros mamiferos
(Beehner y cols. 2005; French y cols. 2013).

Dentro del grupo de los roedores, las hembras de especies socialmente mas tolerantes
son las que menos se han investigado, como es el caso de Peromyscus difficilis. Esta es una
especie gregaria (Fernandez y cols. 2010) con alta tolerancia social (Huerta 2018). Sin
embargo, anteriormente se ha reportado que las hembras de esta especie tienden a hacer un
uso diferencial del espacio influenciado por la actividad reproductiva. Las hembras suelen
movilizarse menos durante la temporada reproductiva en comparacion con la temporada no

reproductiva, ademas existe una mayor segregacion espacial en las hembras gestantes en



comparacion con las hembras no reproductivas (De-la-Cruz y cols. 2019). Considerando que
la distribucion espacial entre individuos es un indicador del nivel de tolerancia social entre
los organismos (Gipps 1984), el cambio registrado en las hembras de esta especie durante la
temporada reproductiva puede ser evidencia de una disminucidn en la tolerancia social. Esto
vuelve a las hembras del ratdn de las rocas una especie de interés para evaluar si el cambio
en los patrones de tolerancia reportados en hembras de otras especies de roedores puede
manifestarse también en hembras de especies socialmente tolerantes, y de ser asi, si la
variacion en este comportamiento también se encuentra relacionada con una modificacion
en los niveles de testosterona. Por lo tanto, el presente estudio estuvo dirigido a responder la
pregunta ;,como se relaciona la tolerancia social de las hembras de Peromyscus difficilis

hacia sus conespecificas con sus niveles de testosterona dentro y fuera de la gestacion?



3. JUSTIFICACION

Recientes investigaciones se han enfocado en el estudio de la tolerancia social en las
hembras, particularmente en la agresion intrasexual. Aungue algunos estudios sugieren que
la testosterona podria estar positivamente relacionada con el despliegue de esta conducta en
las hembras, la evidencia al respecto es escasa. El presente trabajo busca aproximarse de
manera integrativa al estudio de la tolerancia social femenina, analizando en conjunto el
impacto que la gestacion tiene en el nivel de tolerancia social y el papel que juega la
testosterona en la regulacion de estos patrones conductuales durante dicha etapa en
individuos silvestres. Este trabajo nos permitird conocer si existe una menor tolerancia
dentro de las relaciones hembra-hembra durante la gestacion y en caso de existir, nos
permitira saber si esta disminucion en la tolerancia se relaciona con un aumento en los
niveles de testosterona durante la gestacion. Los resultados ayudardn a conocer si la
testosterona puede tener un papel como mecanismo proximo que subyace a la variacion en

el comportamiento social de las hembras en especies que presentan alta tolerancia social.



4.

HIPOTESIS

Las hembras gestantes, al mantener niveles mas altos de testosterona, presentardn menor

tolerancia social que las hembras no gestantes.

4.1 Predicciones

La duracion de los comportamientos afiliativos serd menor en las hembras gestantes
en comparacion a las hembras no gestantes.
La frecuencia de los comportamientos agresivos sera mayor en las hembras gestantes
en comparacion a las hembras no gestantes.
La frecuencia de ataques del grupo de hembras gestantes estard positivamente
relacionada con sus niveles de testosterona.
La duracion de las conductas afiliativas del grupo de las hembras gestantes estara

negativamente relacionada con sus niveles de testosterona.

OBJETIVOS

5.1 General
Determinar si el nivel de tolerancia social de las hembras de Peromyscus difficilis esta

relacionado con sus niveles de testosterona durante la gestacion.

5.2 Especificos

1.
2.

Describir la actividad reproductiva de las hembras de P. difficilis

Elaborar el etograma de las hembras de P. difficilis en confrontaciones sociales
intraespecificas e intrasexuales.

Comparar las conductas afiliativas y agresivas de las hembras de P. difficilis de
acuerdo a su estado reproductivo.

Determinar los niveles de testosterona de las hembras de P. difficilis de acuerdo a su
estado reproductivo.

Determinar si existe una relacion entre los niveles de testosterona y la tolerancia social

intrasexual de las hembras de P. difficilis.



6. METODOLOGIA

6.1 Sitio de estudio

La zona de estudio se localiz6 en el Volcan La Malinche, dentro de la zona correspondiente
al rea natural protegida con categoria de Parque Nacional, destinado a la proteccion y
conservacion de sus recursos naturales (Ruiz y Gomez 2010). La vegetacion principal de los
sitios de estudio esta constituida por bosques de pino con géneros predominantes de Pinus,
Abies, Quercus y Alnus (Lopez y Acosta 2005). El clima es semifrio subhimedo, con una
temperatura anual que oscila entre los 4 y 12 °C y una precipitacién media anual entre los
800 y 1000 mm, con 100 a 120 dias de heladas moderadas a fuertes en invierno (Ruiz y
Gobmez 2010). Los muestreos se llevaron a cabo en tres sitios localizados en las coordenadas
N: 19.23636, W: 97.97955, con una extension aproximada de media hectarea cada unoy con
una separacion de aproximadamente 200 metros entre cada sitio (Figura 1). La separacion
entre sitios permitié evitar que las hembras capturadas en un sitio se encontraran
familiarizadas con las de los otros sitios. Los sitios de muestreo fueron elegidos de forma no
probabilistica, por conveniencia, ya que el muestreo se concentro en las zonas donde se ha

registrado la especie.

Figura 1. Sitios de muestreo. Se ubicaron dentro del Parque Nacional La Malinche, entre
los 2800 y 2890 m.
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6.2 Especie de estudio

El ratdn de las rocas (P.difficilis) es una especie de tamafio grande dentro de su género, pesa
de 28 a 43 gramos Yy tiene una cola mas larga que el cuerpo, orejas grandes y hocico alargado.
Su longitud total va de los 90 a los 125 mm. (Figura 2) (Fernandez y cols. 2010). El ratén de
las rocas se reproduce durante los meses mas humedos del afio, de junio a diciembre
(Galindo-Leal y Krebs 1997). Son ratones semiarboricolas y sus ambitos hogarefios se
mantienen separados entre individuos, sobre todo en la temporada reproductiva. Su densidad

poblacional alcanza un maximo de 13 individuos por hectarea (Fernandez y cols. 2010).

Figura 2. Individuos de Peromyscus difficilis capturados en el Parque Nacional La Malinche

durante el periodo de muestreo.

6.3 Captura y manipulacion de hembras de P. difficilis

Los muestreos se realizaron de agosto 2018 a octubre 2019 en los tres sitios previamente
descritos. Para la captura de las hembras de P. difficilis se utilizaron trampas tipo Sherman
mediante un proceso de captura-recaptura. Se colocaron 50 trampas en un emparrillado de
10 x 10 metros, durante tres noches consecutivas cada semana (de viernes a domingo). Las
trampas fueron cebadas con hojuelas de avena y se colocaron entre las 17:00 y 18:00 horas
para ser revisadas a la mafiana siguiente alrededor de las 07:00 horas.

Los individuos capturados fueron transportados al laboratorio de la Estacion
Cientifica La Malinche, donde se les registraron sus datos biométricos (mm) (medicion de
longitud de oreja, longitud de pata, longitud de cola vertebral, longitud del cuerpo) y el peso
corporal (g) (Figura 3). Finalmente, cada hembra fue marcada mediante un patron de
perforaciones en las orejas para poder identificarlas en capturas posteriores. EI marcaje fue
continuo, asi que a cada hembra se le asigné un nimero Unico, independiente del sitio en el

que fue capturada.
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Figura 3. Hembra de Peromyscus difficilis capturada para la toma de datos.

6.4 Descripcion de la actividad reproductiva de las hembras de P. difficilis
La condicion reproductiva de las hembras se determind mediante sus caracteristicas
morfolégicas asociadas a cada etapa especifica de la reproduccion.
Se clasificaron como:
e Hembras gestantes: Aquellas sin presencia de tapon vaginal, con abultamiento
abdominal y en las que los fetos eran palpables (Figura 4a).
e Hembras no gestantes: Aquellas que presentaron tapdn vaginal, que no presentaron
abultamiento abdominal y/o en las que no se podian palpar los fetos (Figura 4b).
e Hembras lactantes: Aquellas sin presencia de tapon vaginal, que tuvieron pezones

conspicuos y en las que no se palparon fetos.

El registro de la actividad reproductiva se obtuvo de forma porcentual y mensual, tomando
en cuenta el namero de hembras de cada categoria reproductiva con relacion al total de

hembras capturadas.

Figura 4. Hembras de P. difficilis: a) gestante, b) no gestante.
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6.5 Registro de la conducta agresiva en hembras de P. difficilis

Para evaluar la conducta agresiva de las hembras se formaron diadas de HG:HNG (Hembra
Gestante vs Hembra No Gestante) y HNG:HNG (Hembra No Gestante vs Hembra No
Gestante). Aunque las diadas fueron asignadas en dos combinaciones, los grupos
comparados fueron tres. La razén de esto es que, el comportamiento de las hembras no
gestantes se analizd con relacion al grupo con el que fueron confrontadas (Hembras gestantes
y no gestantes), dando tres grupos a comparar: HG:HNG, HNG:HG y HNG:HNG. Esto se
hizo con la finalidad de saber si la conducta de las hembras no gestantes podria diferir de
acuerdo al estado reproductivo del contrincante. Sin embargo, esta medida no se pudo
realizar con las hembras gestantes debido a su bajo nimero de capturas.

Las hembras asignadas a cada diada procedian de diferentes sitios de captura con el
propdsito de evitar la familiaridad entre oponentes. La conducta de las hembras siempre se
registrd durante la noche en un horario de 20:00 h. a 02:00 h. ya que esta es una especie de
habitos nocturnos. Las confrontaciones, se llevaron a cabo en dos arenas neutrales circulares
de lamina acrilica de 50 cm de radio y 70 cm de alto, con una division removible y una cama
de aserrin (Figura 5). Cabe mencionar que la cama de aserrin fue cambiada al final de cada
enfrentamiento, esto con el propdsito de mantener al minimo la contaminacion odorifera.
Antes de empezar con las videograbaciones de la conducta de las hembras, éstas
permanecieron dentro de la arena separadas por una placa de acrilico durante 10 minutos
para su habituacion. Después de este tiempo, se retir6 la placa divisoria y se procedio a
videograbar por 10 minutos las interacciones entre las hembras.

Las confrontaciones fueron videograbadas con un circuito cerrado de dos camaras,
utilizando el modo nocturno y en condiciones de completa obscuridad, para evitar interferir
con la conducta de las hembras. Estas camaras estuvieron instaladas a una altura de 1 metro
sobre el suelo, donde la visién pudiera cubrir toda el area de la arena. El registro conductual
se llevo a cabo dos veces a la semana (viernes y sdbado, durante las salidas al campo), en un
cuarto de registro conductual adaptado en la ECLM, con la finalidad de mantener a las
hembras en un terreno neutral. Este método se implement6 para mantener a las hembras en
las mismas condiciones y evitar que factores, como la agresion territorial, influyeran en su
comportamiento (Courtalon y cols. 2003; Shier y Randall 2007; Hernandez 2018; Huerta
2018).
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Figura 5. Arena circular de acrilico donde se realizaron las confrontaciones

6.6 Registro de la conducta afiliativa en hembras de P. difficilis

A partir de las videograbaciones obtenidas en campo con las diadas entre hembras se registro
la conducta afiliativa. Para esto, se hicieron observaciones focales de cada una de las diadas
arriba descritas. Estos comportamientos se registraron de la misma forma que los agresivos,
mediante su frecuencia o duracion, dependiendo de la naturaleza de la conducta.

No obstante, se registraron tres aspectos adicionales para evaluar el nivel de
tolerancia de las hembras: el area recorrida durante cada prueba, el numero de
aproximaciones al contrincante y el tiempo total que se mantuvo esta proximidad. Para
realizar dichos registros, en una hoja de acetato se traz6 una cuadricula de 5 cm x 5 cm, la
cual se adhirié a la pantalla de la computadora en la que se analizaron los videos. Con el
acetato dispuesto sobre la pantalla se procedi6 a contar, por un lado, el nimero de cuadros
recorridos por cada hembra durante los 10 minutos de la confrontacion (Figura 6a). Por otro
lado, se registro la frecuencia en que las hembras focales se acercaron a su contrincante y el
tiempo total que pasaron cerca al oponente durante los 10 minutos de la confrontacion (En

la figura 6b se muestra el area que se considerd para medir la cercania entre las hembras).
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Figura 6. a) Método utilizado para medir el area recorrida por las hembras y b) la distancia
para registrar la proximidad entre las hembras.

6.7 Elaboracién del Etograma de las hembras de P. difficilis

Para la descripcion de los comportamientos agresivos y afiliativos de P. difficilis se
utilizaron las videograbaciones obtenidas a partir de las confrontaciones entre las hembras.
Los videos fueron analizados con el programa Solomon Coder beta 15.11.19. De cada
confrontacion se realizaron observaciones focales, es decir, se observo la conducta de cada
una de las hembras confrontadas de forma individual. Para mantener estandarizado el
analisis de los videos, siempre se inicio con el registrd conductual de la hembra que se
encontraba del lado derecho de la arena.

Las conductas se categorizaron entre agresivas y afiliativas tomando en cuenta la
categorizacion realizada en los etogramas reportados en otros estudios sobre conducta social
intraespecifica de roedores (Courtalon y cols. 2003; Wolff y Macdonald 2004). Se reviso
que las conductas registradas y descritas coincidieran con las reportadas anteriormente para
asignarles un nombre en caso de que ya hubieran sido descritas anteriormente. Las conductas
de estado (aquellas cuyo principal atributo es la duracion) se describieron en porcentaje de
tiempo, mientras que la de evento (conductas que se caracterizan por el ndmero de
ocurrencia) se reportaron en numero de ocurrencia. Posteriormente, los datos de nimero y
duracion de eventos y se utilizaron para la comparacion entre hembras gestantes y no

gestantes y para ver la relacién entre conducta y testosterona.
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6.8 Colecta de heces fecales para la medicion de testosterona en hembras

A todas las hembras adultas capturadas se les tomé una muestra de heces (aproximadamente
0.5 g por muestra) directamente del ano con una pinza metalica. Las muestras de heces se
depositaron en viales de vidrio (Figura 7), se almacenaron y transportaron dentro de una
hielera para su correcta preservacion hasta llegar al laboratorio del Centro Tlaxcala de
Bilogia de la Conducta (CTBC). Una vez en el laboratorio las muestras se almacenaron
dentro de un congelador a una temperatura de -17°C hasta el momento de su extraccién (de
7 a 20 dias).

Figura 7. Colecta directa de heces de las hembras de P. difficilis

6.9 Extraccion de la hormona testosterona

En el laboratorio de inmunohistoquimica del CTBC se realizé la extraccién de la hormona
testosterona de las heces colectadas. En cada proceso de extraccion se incluyeron de 4 a 9
muestras. De cada una de estas muestras, se registro el peso (g) de las excretas, enseguida se
colocaron en matraces de manera individual y se les agregd 4 ml de metanol y 1 ml de agua
desionizada. Los matraces fueron sellados con papel parafilm y se dejaron reposar durante
24 horas para permitir la hidratacion de las excretas y asi se pudieran triturar con mayor
eficacia. Pasadas las 24 horas, las muestras se maceraron, se agitaron en un Vortex durante
15 minutos y se dejaron reposar durante 3 horas. Posteriormente, se extrajo el sobrenadante
con una micropipeta de 1000 pl para ser depositado en tubos de ensayo que posteriormente
se centrifugaron a 2500 rpm durante 15 minutos. Después del centrifugado, se volvié a
extraer el sobrenadante y cada muestra se repartié proporcionalmente en 4 tubos eppendorf
de 1.5 ml. todos los eppendorf se mantuvieron abiertos y se colocaron dentro de una campana

de extraccion hasta que el metanol se evaporo.

16



Una vez evaporado el metanol, se coloco 1 ml de éter etilico en dos de los cuatro
tubos eppendorf, se agitaron durante 30 minutos en el vortex y se centrifugaron durante siete
minutos. Finalmente, las muestras contenidas en los eppendorf se depositaron en un
ultracongelador revco a -75°C para congelar el sedimento. Una vez congelado el sedimento,
el sobrenadante fue vertido en los dos tubos eppendorf restantes y estos fueron colocados sin
tapar, dentro de una campana de extraccion hasta que el éter se evapord. Una vez evaporado
el éter, se repitid por segunda vez el procedimiento hasta volver a verter el sobrenadante en
los dos tubos restantes.

El mismo proceso de lavado con el éter etilico se realiz con uno de los dos tubos
restantes, hasta depositar el sobrenadante en el Gltimo eppendorf, repitiendo el proceso para
este tubo final hasta depositar el sobrenadante en un tubo nuevo. Finalmente, el eppendorf
nuevo se coloco abierto dentro de una campana de extraccion hasta que se evapord por
completo el éter. Una vez terminada la extraccion, las muestras fueron almacenadas en

refrigeracion (entre -4 y -7°C) hasta el conteo de la hormona.

6.10 ELISA competitivo

La cuantificacion de los niveles de testosterona se realizé utilizando un kit comercial de
ELISA de Cayman para DSL activa de testosterona. Siguiendo las instrucciones del
fabricante, se prepararon los buffers, el estandar de testosterona y se reconstituyeron los
trazadores y el antigeno para el desarrollo del ensayo. Posteriormente, se realiz6 la
configuracién de la placa segun las instrucciones del kit, se agregaron las muestras por
duplicado y se coloc el trazador y el antigeno. La placa se cubrié con pléstico fil y se incub6
durante dos horas a temperatura ambiente en un agitador orbital. Al término de la incubacién,
la placa se enjuag6 dos veces con el buffer de lavado y se agrego el reactivo de Ellmans
previamente reconstituido. Finalmente, se agregd marcador a los pozos indicados en el
instructivo y ya cubierta la placa, se incub6é durante 90 minutos a temperatura ambiente en
un agitador orbital. Una vez terminado el ensayo, se utilizé un fotocolorimetro 800 LX
Biotec con una longitud de onda de 450 mm para obtener el valor de la absorbancia. Con
estos valores se calculé la concentracion de testosterona al aplicar la ecuacién de la pendiente

(Y = mx+b) en la curva obtenida previamente.
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Cabe sefialar que, para llegar a las muestras utilizadas se realizaron diluciones seriadas:
a. El primer factor de dilucion fue 1:1, se mezclaron 300 pl de muestra por 300 ul de
buffer ELISA.
b. El segundo factor de dilucion fue de 10, se mezclaron 30 pl de muestra por 270 ul de
buffer ELISA.
c. El tercer factor de dilucion fue de 25, se mezclaron 20 pul de muestra por 480 pl de

buffer ELISA.

6.11 Analisis estadisticos
Para el etograma, se obtuvieron los porcentajes de tiempo que cada uno de los grupos
reproductivos invirtio desplegando cada una de las conductas registradas.

Tanto las conductas de agresion y de tolerancia, como los niveles de testosterona y
la relacion entre ambas variables (testosterona y comportamiento) se analizaron
estadisticamente mediante modelos lineales mixtos. La significancia de los factores fijos se
calcul6 utilizando el procedimiento de eliminacion hacia atras (Stepwise backward deletion).
Para ello, fueron introducidas todas las variables en el modelo general: estado reproductivo
(HG y HNG), longitud corporal (mm), peso corporal (g), temporada climética (lluvias y
secas) en la que fueron confrontadas las hembras y la interaccion entre estado reproductivo
y niveles de testosterona. Posteriormente se fueron descartando una a una las variables con
los menores valores de F hasta llegar al modelo minimo que contenia solo los términos que
explicaban una proporcion significativa de la variacion. Cabe mencionar que estas variables
se eligieron por ser reportadas como factores que afectan la expresién conductual en
encuentros diadicos intraespecificos (Wolff y Peterson 1998; Kalueff y cols. 2013). Debido
a que se registré el comportamiento de una misma hembra en repetidas ocasiones, se
considero a la identidad del individuo focal como un efecto aleatorio. Todos los analisis se
realizaron en RStudio utilizando el paquete Ime4 (RStudio Team 2020).

Para el caso de la relacién entre testosterona-conducta y testosterona-estado
reproductivo, se descarto la variable de temporada climatica, ya que la mayoria de muestras

para medir la testosterona fueron obtenidas durante la temporada de lluvias.
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7.  RESULTADOS

7.1 Actividad reproductiva de las hembras de P. difficlis

De agosto de 2018 a octubre de 2019, se realizd0 un esfuerzo de captura de 5500
trampas/noche. Durante estos 14 meses de muestreo, se capturo un total de 62 hembras. De
este total, 18 estuvieron gestantes y 44 estuvieron no gestantes, de las hembras no gestantes
cuatro fueron juveniles. Aungue las hembras gestantes se encontraron en casi todo el afio, la
mayor actividad se registro en los meses de abril, julio, agosto y octubre de 2019 (Figura 8).
Cabe sefalar que las hembras lactantes fueron descartadas porque no pudieron ser capturadas

durante el periodo de muestreo.
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Figura 8. Actividad reproductiva de hembras de P. difficilis en el PNLM.

7.2 Descripcion de la conducta agresiva y afiliativa en las hembras de P. difficilis

De las 62 hembras capturadas, solamente se utilizaron a las 58 hembras adultas que se
capturaron para las confrontaciones diadicas, las cuatro hembras restantes fueron descartadas
por ser juveniles. Se obtuvieron 49 confrontaciones, de las cuales, 14 correspondieron a las
diadas HG:HNG y HNG:HG y 35 a la diada HNG:HNG. Algunas de las hembras utilizadas
se repitieron entre las diferentes diadas, pero nunca dentro de la misma salida. Ninguna

hembra participd en mas de una confrontacion durante una misma semana, ni se confrontd
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con el mismo individuo por segunda vez, esto para evitar un efecto de aprendizaje y
familiarizacion.

En la elaboracion del etograma de las hembras de P. difficilis, se identificaron y
describieron en primer lugar las conductas agresivas y afiliativas. Ataque y persecucion
(agresivas), asi como acicalamiento, investigacion social, acurrucamiento y exploracion

ambiental (afiliativas) (Ver Tabla 3 para la descripcion de las conductas).

Tabla 3. Descripcion de las conductas agresivas y afiliativas en las hembras de P. difficilis.

Categoria de Conductas Descripcion de conductas
conductas
Patadas, mordidas, empujones o envestidas
Ataque _ _ .
realizadas hacia el contrincante.
Agresivas La hembra sigue de manera persistente a su

Persecucion .
oponente en retirada durante al menos 3 segundos.

_ _ La hembra se asea y rasca con el hocico y patas
Acicalamiento ) )
delanteras y traseras, sin un orden determinado.

Investigacion | La hembra olfatea de manera repetida a su

social contrincante a menos de 5 cm aproximadamente.

Afiliativas La hembra se aproxima y mantiene contacto
Acurrucamiento | corporal con la hembra contrincante sin desplegar

comportamiento agresivo.

Exploracién La hembra se desplaza por la arena mientras olfatea

ambiental de forma repetida con movimientos de la cabeza.

De las conductas agresivas registradas dentro de los encuentros diadicos, sélo el
ataque estuvo presente en los tres grupos. La conducta de persecucion se presentd solo en el
grupo HNG:HNG, por lo cual fue descartada para los analisis posteriores. EI nimero
maximo de ataques durante los enfrentamientos fue de cinco, sin embargo, no hubo presencia

de ataques en mas del 70 % de los encuentros.
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En cuanto a las conductas afiliativas registradas, todas estuvieron representadas
dentro de los tres grupos. Las conductas de acicalamiento y exploracién al medio fueron las
que presentaron un porcentaje de tiempo mayor en los distintos grupos (4% — 9.8% y 6.3%
- 14.6% respectivamente) durante las confrontaciones. A su vez, para ambas conductas, el
porcentaje minimo estuvo en el grupo HG:HNG y el maximo en el grupo HNG:HG. La
conducta de investigacion social fue la menos representada en todos los grupos (0.9% —
1.5%). El tiempo que las hembras pasaron acurrucadas fue mayor en el grupo HNG:HNG
(8%), mientras que en los grupos restantes estuvo en 4.2% (HNG:HG) y 4.4% (HG:HNG).
Sin embrago, la conducta de acurrucamiento solo se presentd en el 10% de las
confrontaciones analizadas, por lo que no se incluyd en las comparaciones entre grupos.
Durante las confrontaciones, las hembras de los tres grupos estuvieron inmdviles la mayor
parte del tiempo (70% — 83.6% del tiempo total) (Figura 9).
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Conductas presentadas durante los encuentros
Figura 9. Porcentaje de tiempo invertido en cada conducta por los grupos de hembras. Se
incluyen todas las conductas agresivas y afiliativas de estado descritas en el etograma. HG
= Hembras Gestantes; HNG = Hembras No Gestantes.
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7.3 Comparacion de la conducta agresiva entre los grupos HG:HNG, HNG:HG y
HNG:HNG

Para el comportamiento agresivo se compararon un total de 94 registros conductuales (n de
HG:HNG = 14; n de HNG:HG = 14; n de HNG:HNG = 66). El nimero de ataques
desplegados por las hembras no difiri6 de forma significativa entre los grupos comparados
(F2 = 2.26, P = .11; Figura 10). De igual forma, los resultados del modelo lineal mixto
mostraron que los factores longitud y peso corporales no influyeron sobre el nimero de
ataques desplegados por las hembras (longitud corporal: F1 = 0.70, P = .40; peso corporal:
F1 = 3.09, P = .08). Sin embargo, mostré que la variacion de esta conducta esta siendo
explicada por la temporada climatica (F1 = 3.91, P = .05), aunque estos resultados se

sostienen apenas por cuatro datos que se encuentran fuera de la mediana.

Conducta de ataque (f)
3

HG:HNG HNG:HG HNG:HNG
Grupos comparados
Figura 10. Frecuencia de ocurrencia de la conducta de ataque desplegada por los diferentes

grupos de comparados. HG = Hembras Gestantes; HNG = Hembras No Gestantes.
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7.4 Comparacion de las conductas afiliativas entre los grupos HG:HNG, HNG:HG y
HNG:HNG

Para el comportamiento afiliativo se compararon un total de 94 registros conductuales (n de
HG:HNG = 14; n de HNG:HG = 14; n de HNG:HNG = 66). La duracion en la conducta de
acicalamiento expresada por las hembras no presentd diferencias estadisticas entre los
grupos comparados (F2=1.74, P = .17). De la misma forma, los resultados del modelo lineal
mixto mostraron que los factores longitud y peso corporales y temporada climatica no
influyeron sobre la duracion de la conducta de acicalamiento (longitud corporal: F1 = 1.11,
P = .29; peso corporal: F1 = 0.05, P = .81; temporada climatica: F1 = 2.12, P = .14). Sin
embrago, la distribucion de los datos parece diferir entre los dos grupos de HNG vy el grupo
de las HG, siendo el grupo “HG:HNG” el que muestra menos tiempo de acicalamiento, pero

esta diferencia no es apoyada estadisticamente (Figura 11).

Conducta de acicalamiento (s)
4
|
o]

T T I
HG:HNG HNG:HG HNG:HNG
Grupos comparados
Figura 11. Duracion de la conducta de acicalamiento por cada uno de los diferentes grupos

de hembras comparados. HG = Hembras Gestantes; HNG = Hembras No Gestantes.

La duracion de la conducta de investigacion social no mostré diferencias estadisticas
entre los grupos comparados (F2 = 0.47, P = .62). Aunque se aprecia una diferencia en la
distribucion de los datos, mostrandose mayor en el grupo “HG:HNG” con respecto a los dos

grupos de HNG (Figura 12), la ocurrencia de esta diferencia no tiene respaldo estadistico.
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De igual forma, los resultados del modelo lineal mixto mostraron que los factores longitud
y peso corporales y temporada climatica no influyeron sobre la duracion de la conducta de
investigacion social (longitud corporal: F1 = 1.02, P = .31; peso corporal: F1 =0.04, P = .83;

temporada climética: F1 = 0.43, P = .50).

Q o
= N
=
g o
§ ©f o
=
w o o
$2 :
.E E o o
% ,g — o o
m @ o
4; — o
- o
"g w — o
2 - o
QO . .

| | |
| | I
HG:HNG HNG:HG HNG:HNG

Grupos comparados
Figura 12. Duracién de la conducta de investigacion social mostrada por cada uno de los

grupos de hembras comparados. HG = Hembras Gestantes; HNG = Hembras No Gestantes.

En la conducta de exploracion al medio, la duracién del comportamiento no presentd
diferencias estadisticamente significativas entre los tres grupos comparados (F2=0.53, P =
.62; Figura 13). Asi mismo, los resultados del modelo lineal mixto mostraron que los factores
longitud y peso corporales y temporada climatica no influyeron sobre el tiempo que las
hembras se mantuvieron explorando la arena (longitud corporal: F1 = 0.50, P = .47; peso
corporal: F1 =0.001, P = 0.97; temporada climatica: F1 =0.26, P = .60).
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Figura 13. Duracién de la conducta de exploracion al medio mostrado por cada uno de los

grupos de hembras comparados. HG = Hembras Gestantes; HNG = Hembras No Gestantes.

El area recorrida por las hembras no difirio estadisticamente entre cada uno de los
tres grupos comparados (F2 = 0.22, P = .80; Figura 14). De igual forma, los resultados del
modelo lineal mixto mostraron que los factores longitud y peso corporales y temporada
climatica no influyeron de forma significativa sobre el area que recorrieron las hembras de
cada grupo (longitud corporal: F1 = 0.005, P = .94; peso corporal: F1 = 1.11, P = .29;
temporada climética: F1 = 0.50, P = .48).
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Figura 14. Area recorrida en cuadros por cada uno de los grupos de hembras comparados.

HG = Hembras Gestantes; HNG = Hembras No Gestantes.

0
|

25



La frecuencia en que las hembras se aproximaron a su contrincante no difirié de
forma significativa entre los tres grupos comparados (F> = 0.69, P = .50; Figura 15). De la
misma forma, los resultados del modelo lineal mixto mostraron que los factores longitud y
peso corporales y temporada climatica no influyeron en la frecuencia en que las hembras
focales de cada grupo se aproximaron a la hembra contrincante (longitud corporal: F1 =0.09,
P =.76; peso corporal: F1 = 1.36, P = .24; temporada climatica: F1 = 2.73, P = .10).
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Figura 15. Comparacién del nimero de veces que las hembras de cada grupo se mantuvieron
cercanas a su contrincante. HG = Hembras Gestantes; HNG = Hembras No Gestantes.

El tiempo que las hembras se encontraron cercanas a su contrincante no difirié
estadisticamente entre los grupos comparados (F2 = 2.67, P =.39; Figura 16). De la misma
forma, los resultados del modelo lineal mixto mostraron que los factores longitud y peso
corporales y temporada climéatica no influyen sobre el tiempo que las hembras se
mantuvieron cercanas a su contrincante (longitud corporal: F1 = 2.04, P = .15; peso corporal:
F1=0.13, P =.71; temporada climatica: F1 =0.008, P = .92).
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Figura 16. Tiempo que las hembras de cada uno de los grupos se mantuvieron cercanas a

sus contrincantes. HG = Hembras Gestantes; HNG = Hembras No Gestantes.
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7.5 Niveles de testosterona de las hembras de P. difficilis gestantes y no gestantes
Se obtuvieron los niveles de testosterona a partir de 12 muestras de HG y 21 muestras de
HNG. Los niveles de testosterona de las hembras gestantes fueron de los 187 pg/ml — 1465
pg/ml, mientras que en las hembras no gestantes variaron entre los 189 pg/ml — 1012 pg/ml.
El grupo HG tuvo un nivel medio de testosterona de 619 pg/ml, mientras que el promedio
para el grupo HNG fue de 584 pg/ml. Se encontré que la mitad de las hembras del grupo HG
tuvieron niveles de testosterona iguales 0 mayores a 523 pg/ml, en tanto que la mitad de
hembras del grupo HNG presento niveles iguales o mayores a 541 pg/ml (Figura 17).
Aunque los niveles de testosterona fueron variables entre las hembras, dicha
variacion no fue significativa entre las hembras gestantes y entre las hembras no gestantes
(F1=0.15, P = .70; Figura 17). Los resultados del modelo lineal mixto mostraron que la
variabilidad en los niveles de testosterona tampoco puede ser explicada por los factores de
longitud y peso corporales (longitud corporal: F1 = 0.44, P = .51; peso corporal: F1 = 0.08,
P=.77).
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Figura 17. Niveles de testosterona en las hembras gestantes y en las hembras no gestantes.

HG = Hembras Gestantes; HNG = Hembras No Gestantes.
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7.6 Relacion entre el comportamiento agresivo y los niveles de testosterona de las
hembras de P. difficils

Los resultados del modelo lineal mixto mostraron que el nimero de ataques realizados por
las hembras es explicado por los niveles de testosterona (F1 = 10.87, P =.003). Sin embargo,
esta aparente relacion entre ataque y testosterona se debe a que dos hembras presentaron méas
de un ataque (Figura 19). Una vez retirados estos dos valores, la significancia de la
asociacion es nula. Por otra parte, el modelo mostré que la variacion en la frecuencia de esta
conducta no presenta una relacion con la testosterona dependiendo del estado reproductivo
(F1=2.39, P =.13; Figura 19).
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Figura 19. Relacién entre la frecuencia de ataques y los niveles de testosterona de las HG y

HNG. HG = Hembras Gestantes; HNG = Hembras No Gestantes.
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7.7 Relacion entre el comportamiento afiliativo y los niveles de testosterona de las
hembras de P. difficils

Los resultados del modelo lineal mixto mostraron que, la variacion en la duraciéon del
comportamiento de acicalamiento en las hembras no es explicada por los niveles de
testosterona (F1 = 0.21, P = .64; Figura 20). Asi mismo, los resultados mostraron que este
comportamiento no presenta una relacion con la testosterona dependiendo del estado

reproductivo de las hembras de esta especie (F1= 1.40, P = .24; Figura 20).
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Figura 20. Relacién entre la duracion de la conducta de acicalamiento y los niveles de

testosterona de las HG y HNG.
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Los resultados del modelo lineal mixto mostraron que, la variacion en la duracién del
comportamiento de investigacion social en las hembras no es explicada por sus niveles de
testosterona (F1 = 6.46, P =.13; Figura 21). Asi mismo, los resultados del modelo mostraron
que la duracién de este comportamiento no presenta una relacion con la testosterona
dependiendo del estado reproductivo de las hembras de esta especie (F1 = 8.25, P = .10;
Figura 21).
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Figura 21. Relacién entre la duracién de la conducta de investigacion social y los niveles de

testosterona de las HG y HNG.
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Los resultados del modelo lineal mixto mostraron que, la variacion en la duracién del

comportamiento de exploracion al medio en las hembras, no es explicada por los niveles de

testosterona (F1 = 1.14, P = .31; Figura 22). De igual forma, estos resultados mostraron que

el comportamiento de exploracion al medio no presenta una relacién con la testosterona que

sea dependiente del estado reproductivo de las hembras de esta especie (F. = 0.01, P =.90;
Figura 22).
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32



8. DISCUSION

En este estudio se analizd si existe una disminucién en la tolerancia social de las hembras
durante el periodo de gestacion en comparacion a la etapa no reproductiva y en caso de
existir, si dicha disminucién podria estar relacionada con los niveles de testosterona de las

hembras en dicho estado.

8.1 Actividad reproductiva de las hembras

La actividad reproductiva de las hembras se describié durante 14 meses de muestreo (agosto
de 2018-octubre de 2019) con 62 hembras capturadas. Durante esta temporada, solo 18 de
las hembras estuvieron gestantes, concentrandose la actividad reproductiva en los meses de
abril, julio, agosto y octubre de 2019. Los meses de mayor actividad reproductiva para la
zona del volcan La Malinche concuerdan con lo reportado por otros autores (Galindo-Leal
y Krebs 1997; Fernandez y cols. 2010), los cuales ubican la temporada de reproduccién en
los meses de junio hasta diciembre, siendo éstos los meses mas humedos del afio. Ademas,
estos resultados concuerdan con lo descrito para otras especies del género Peromyscus
(Dupree y cols. 2020) en donde se describe que los picos reproductivos se localizan en los
meses de mayor humedad (agosto-diciembre). Lo mismo se observo en este trabajo, los
meses en los que se registré un mayor nimero de hembras gestantes fue en los mismos en

los que se registré un mayor namero de lluvias para la zona de estudio.

8.2 Descripcidn del comportamiento social intrasexual de las hembras
La descripcion del comportamiento social registrado en los encuentros diadicos se clasifico
en conductas agresivas y afiliativas. Durante los encuentros, sélo se registraron dos
conductas agresivas (ataque y persecucion), mientras que se registraron cuatro conductas
afiliativas (acicalamiento, investigacion social, exploracion al medio y acurrucamiento).
Ademas de que las conductas de agresion estuvieron presentes en menor nimero y duracién
que las conductas afiliativas, el comportamiento agresivo también fue expresado por un
menor porcentaje de hembras, en comparacion a las conductas afiliativas.

El bajo despliegue de conductas agresivas de las hembras hacia sus conespecificas
podria relacionarse con una agresion dependiente del territorio. Diversos trabajos han
descrito que existen especies en las que los individuos solo reaccionan de forma agresiva

hacia los intrusos cuando se encuentran dentro de su territorio (Stockley y Bro-Jorgensen
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2011). Aungue en trabajos anteriores, utilizando la misma especie de estudio que en este
trabajo, se ha encontrado que tanto hembras como machos son capaces de desplegar
comportamientos agresivos en ambientes neutrales (Huerta 2018).

Por lo tanto, estos resultados indican que, al menos en estas condiciones, las hembras
de esta especie son ampliamente tolerantes hacia sus conespecificas sin importar el grado de
familiarizacion que tengan con ellas. Dichos resultados contradicen diversos trabajos
realizados en roedores, en los cuales se indica que a medida que la familiaridad es menor
entre los individuos, también lo es el nivel de tolerancia que existe entre estos (Zenuto 2010).
Esto se basa en el supuesto de que los extrafios representan un mayor peligro que los vecinos
cercanos, por lo cual los individuos deben ser capaces de distinguir entre el olor de los
individuos familiares de los individuos extrafios (Vaché y cols. 2001; Lai y Johnston 2002).
En cambio, a pesar de que en el presente trabajo las confrontaciones diadicas se realizaron
entre hembras de distintos sitios de captura, la baja familiaridad entre los individuos no
disminuy0 la duracion de los comportamientos afiliativos, ni aumento la frecuencia de los
agresivos.

La presencia de una alta tolerancia social a lo largo de toda la temporada de muestreo
podria relacionarse con las caracteristicas ambientales del sitio de muestreo. La variacion en
la disponibilidad de alimento es uno de los elementos clave en la fluctuacion de la tolerancia
social (Fichtel y cols. 2017). Se ha descrito un aumento en la frecuencia de comportamientos
agresivos cuando los alimentos son escasos o dificiles de obtener (Baird y Sloan 2003). Estos
resultados suelen ser claros en regiones con una estacionalidad muy marcada, cémo lo son
las regiones desérticas (Carsten 2008). Sin embargo, la disponibilidad de alimento en zonas
boscosas no suele variar de forma significativa para forrajeadores activos (aquellos
organismos que se mueven a través de su habitat buscando alimento y que generalmente no
lo almacenan), como el raton de las rocas. En resumen, una disponibilidad de alimento
constante podria explicar la baja agresividad entre las hembras.

Alternativamente, en términos de integridad fisica, los conflictos son costosos para
los actores involucrados (Creel 2001). Por lo que, las interacciones agresivas suelen ser poco
productivas en especies que no requieren proteger recursos alimenticios vitales (Johnston y
Bullock 2001). Este es el caso de especies que no suelen almacenar alimento, como sucede
con el raton de las rocas, para las cuales se ha descrito que es mas redituable explotar recursos

donde no hay un residente establecido que lo defienda (Maynard y Parker 1976). Esto podria
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explicar que las hembras no tengan interacciones agresivas con sus conespecificas de forma

regular.

8.3 Comportamiento agresivo en hembras gestantes y no gestantes

Debido a la baja frecuencia de presentacion del comportamiento agresivo dentro de los
diferentes grupos comparados, s6lo se pudieron hacer comparaciones con la conducta de
ataque. Se encontré que no existe una diferencia significativa del nimero de ataques
presentado por las hembras gestantes en comparacion con las no gestantes. Trabajos en
poblaciones de ratones con presencia de infanticidio han reportado que, es desde la gestacion
cuando las hembras presentan cambios en los circuitos cerebrales encargados del
comportamiento social, reflejandose en un incremento de agresion ante los individuos
potencialmente amenazantes (Bosch 2013). El hecho de que en este trabajo la frecuencia de
ataques no haya sido mayor en las hembras gestantes con respecto a las no gestantes, aunado
a la baja familiaridad interindividual con la que se trabajo, puede sugerir que en el raton de
las rocas el riesgo de infanticidio por parte de las conespecificas es bajo. (Wolff y Macdonald
2004). Por otra parte, las conductas agresivas directas suelen ser muy costosas, por lo que
en las interacciones sociales con frecuencia se usan sefiales establecidas durante
interacciones previas de dominancia y subordinacion (de Waal 1986). Esta estrategia social
incrementa los beneficios (adquisicion de recursos sociales y alimenticios) mientras reduce
los costos asociados a los enfrentamientos agresivos (desgaste energético y heridas) (van
Schaik 1989).

8.4 Comportamiento afiliativo en hembras gestantes y no gestantes

Dentro de las conductas afiliativas, la duracion del acicalamiento no difirio
significativamente entre hembras gestantes y no gestantes. En su mayoria, el analisis del
acicalamiento se ha dirigido al estudio de diferentes trastornos humanos, utilizando a los
roedores como modelos de estudio (Kalueff y cols. 2016). Sin embargo, existe evidencia de
que el acicalamiento también funciona como una forma de comunicacion social. La
duracién del acicalamiento en una interaccion social suele ser un indicador del nivel de
comunicacion quimica entre los organismos (Kondrakiewicz y cols. 2018). En este caso, un

mayor tiempo de acicalamiento suele estar relacionado a un mayor nivel de comunicacion
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entre los individuos y es caracteristico de especies altamente sociables (Kalueff y cols.
2016).

Para el caso de las conductas de investigacion social tampoco se encontraron
diferencias estadisticas entre las hembras gestantes y no gestantes. La investigacion social
es considerada una conducta amistosa que generalmente se observa en especies donde las
interacciones sociales no son violentas, y es indicador de un alto nivel de sociabilidad
(Kondrakiewicz y cols. 2018). Ya que esta conducta se encontré presente a lo largo del
estudio y su variacion entre hembras gestantes y no gestantes no fue significativa, se puede
inferir que la tolerancia intrasexual es alta y constante en las hembras del raton de las rocas,
sin ser afectada por la gestacion. Esta idea se ve reforzada con los resultados obtenidos sobre
la conducta de exploracion al medio, donde se encontr6 que su duracion tampoco difirié de
acuerdo al estado reproductivo de las hembras.

En adicidn, ni el espacio recorrido por las hembras durante el enfrentamiento, ni la
proximidad hacia el contrincante presentaron variacion relacionada al estado reproductivo.
Tomando en cuenta que los roedores tienen la capacidad para reconocer a otros individuos
(Halpin 1981) y discriminar entre caracteristicas como el sexo y el estado reproductivo (Lai
y Johnston 2002), estos resultados fortalecen la idea de que la gestacion no afecta el nivel de
tolerancia social. Esto, porque las hembras no gestantes no reconocieron a las gestantes como
una amenaza y mantuvieron una cercania y movilidad similar estando con una hembra
gestantes y una no gestante.

Estos resultados pueden sugerir cierto nivel de cooperacion entre hembras, ya que la
permanencia de la tolerancia social a lo largo del tiempo coincide con lo registrado en
especies con crianza cooperativa (Avital y cols. 2016). Sin embargo, esto resulta muy
especulativo, ya que el método implementado no estuvo dirigido a analizar aspectos de

cooperacion.

8.5 Relacion entre los niveles de testosterona y la tolerancia social de las hembras
gestantes y no gestantes

No se encontraron diferencias significativas entre los niveles de testosterona de las hembras
gestantes y las hembras no gestantes. Anteriormente, se ha reportada que las hembras suelen
elevar sus niveles de testosterona durante la etapa reproductiva como un mecanismo de

preparacion para afrontar las dificultades de la gestacion (principalmente las energéticas y
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las que conlleva la proteccion del producto). Sin embargo, esto se ha reportado para especies
de zonas desérticas (Carsten 2008). Posiblemente, el que nuestros resultados sean tan
contrastantes, esté relacionado con las caracteristicas de la zona de muestreo. Otra
posibilidad es que no se lograran capturar a las hembras gestantes cuando tenian los niveles
mas altos de testosterona. Sobre esto, en algunos roedores se ha reportado que los niveles
mas altos de testosterona suelen encontrarse en los Gltimos dias de la gestacion (deCatanzaro
y cols. 2004). Esto representa una ventana de oportunidad muy pequefia para registrar los
picos de testosterona a traves de este método de muestreo. Sobre todo, si se considera que
existe una disminucion en el tiempo y area de actividad de las hembras durante la gestacion
(De-la-Cruz y cols. 2019).

Los resultados mostraron que las conductas de tolerancia social no se relacionan con
los niveles de testosterona, ni para las hembras gestantes ni para las hembras no gestantes.
Es probable que estos comportamientos estén respondiendo a otras hormonas, cémo podrian
ser los estrogenos. Para los roedores, existe evidencia de que el estradiol también puede
mediar diferentes conductas sociales, como los comportamientos afiliativos no sexuales.
Esto se ha observado en hembras de roedores del género Microtus, donde las conductas
afiliativas (como el acurrucamiento) se presentan durante los dias méas largos, cuando los
niveles de estradiol son mas altos (Beery y cols. 2008).

Por otra parte, a pesar de que no se encontrd una relacion entre las conductas
analizadas y los niveles de testosterona, se debe sefialar que los niveles registrados de esta
hormona en las hembras de P. difficilis fueron casi del doble en los reportados en hembras
de otras especies de roedores que presentan altos niveles de agresion, en los cuales el
decremento de la tolerancia si se ha relacionado con incrementos de la testosterona durante
la temporada reproductiva (Carsten 2008).

Una posible explicacion a este resultado es que, la tolerancia social, mas que
responder a los niveles de la hormona testosterona, estén respondiendo a la variacion en la
disponibilidad de receptores y transportadores de la hormona o a la variacion en la
sensibilidad de los tejidos diana (Rosvall 2013). De ser asi, las hembras podrian no
reaccionar a niveles elevados de testosterona por una baja sensibilidad en los tejidos diana o
por no tener la cantidad suficiente de transportadores o receptores hormonales para generar

una respuesta conductual agresiva.
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Por otra parte, hay que considerar los aspectos metodoldgicos que pudieron influir
en los resultados obtenidos. Empezando por el método de medicion de testosterona, ya que
se realiz6 una medicion de testosterona fecal, los resultados podrian diferir de los obtenidos
con un método de medicion clasico (como la medicion de testosterona sérica). Esto,
considerando que se ha reportado una diferencia en las vias de excrecion hormonal entre
sexos y especies, por lo cual, se ha sugerido que es importante la validacion de este método
para cada especie a través de un inmunoensayo enzimatico especifico (Auer y cols. 2020).
Alternativamente, es posible que el tamafio de muestra no haya sido suficiente para
representar la variabilidad que se esperaba encontrar en el comportamiento, asi como su
relacion con los niveles de testosterona. Finalmente, se debe considerar que el disefio
experimental implementado no fuera el 6ptimo para un estudio de estas caracteristicas y que
correcciones puntales pudieron ampliar la informacion obtenida. Se deberia corroborara si
existe agresion asociada al territorio en esta especie para tener una mayor confiabilidad en
los resultados. También es recomendable validar el método de cuantificacion de testosterona

fecal para esta especie y asi corroborar que los niveles encontrados sean fiables.
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9. CONCLUSIONES

La actividad reproductiva de las hembras de P. difficilis tuvo sus picos mas altos durante los
meses mas himedos del afio, coincidiendo con lo reportado para otras poblaciones de esta
especie en ecosistemas mas aridos.

Existe un nivel alto de tolerancia social entre las hembras de P. difficilis, en las
poblaciones del Parque Nacional La Malinche y ésta no parece fluctuar de forma
significativa dependiendo del estado reproductivo.

En las hembras de P. difficilis, los niveles de testosterona no incrementan durante la
gestacion. Finalmente, independientemente del estado reproductivo, los niveles de
testosterona en heces y las conductas agresivas y afiliativas expresadas por las hembras de
P. difficilis hacia sus conespecificas no se relacionan. En conclusion, ni el estado
reproductivo, ni los niveles de testosterona en heces se relacionan con la conducta de

tolerancia social de las hembras del raton de las rocas.
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10. PERSPECTIVAS
Se platean algunas propuestas para darle continuidad al presente trabajo:

Ya que la variabilidad conductual y hormonal fue muy amplia entre las hembras, se
sugiere aumentar el tamafio de muestra tanto para los analisis conductuales, como para la
medicion de la testosterona.

En diversas especies se ha reportado un aumento de agresion cuando los individuos se
encuentran dentro de su territorio en comparacion a cuando son intrusos en el territorio de
alguien mas o estando en un ambiente neutral. En caso de suceder algo similar con esta
especie, los resultados se verian afectados, ya que estariamos subestimando la variacion de
las conductas analizadas al haber desarrollado las confrontaciones en arenas neutrales. Por
este motivo se propone realizar confrontaciones sociales bajo el paradigma de intruso-
residente para evaluar si el territorio juega un papel importante en el despliegue conductual
de las hembras del ratdn de las rocas.

Debido al alto nivel de tolerancia social encontrado en las hembras de esta especie, se
sugiere ahondar en el analisis de las relaciones sociales de la especie en general. Sobre todo,
al considerar la baja familiaridad entre las hembras confrontadas, pues segun lo reportado
en otras especies de roedores, no es habitual.

Los resultados indican niveles muy altos de testosterona en las hembras, tanto dentro
como fuera de la etapa de gestacion. Ya que la conducta de tolerancia social parece no estar
relacionada con estos niveles hormonales, seria interesante explorar mas a fondo el papel
que la testosterona esta desempefiando en otros comportamientos (como el sexual o en la
defensa territorial o de las crias). Adicionalmente, se sugiere un ensayo de validacion
hormonal midiendo testosterona sérica o en pelo, esto con la finalidad de corroborar la

representatividad de la testosterona fecal.
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