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1. RESUMEN

La conducta paterna en los roedores estd integrada por las mismas
actividades que realiza la madre, excepto la lactancia. En varias especies de
roedores con cuidados bipaternos como el ratén de la pradera (Microtus
ochrogaster), el ratdbn de California (Peromyscus californicus), el hdmster
hungaro (Phodopus campbelli) y el gerbo de Mongolia (Meriones unguiculatus),
el macho presenta cambios hormonales asociados a la exhibicidon de cuidados
paternos. Estos cambios, generalmente involucran un incremento en los niveles
plasmdaticos de prolactina y un decremento en los de testosterona después del
nacimiento de las crias. La disminucidén en los niveles plasmdaticos de
testosterona se cree que disminuye la agresidon hacia las crias y facilita la
exhibicion de la conducta paterna después del parto. El macho del ratén de los
volcanes (Neotomodon a. alstoni) invierte en el abrigo, acicalamiento y olfateo
de las crias mds tiempo que la hembra. La activa participacion del macho de
este roedor en el cuidado de las crias, lo convierte en un modelo ideal para el
estudio de las bases hormonales de esta conducta. El presente estudio tuvo
como objetivo determinar, si en este ratdn existen cambios en los niveles
plasmaticos de testosterona asociados con la exhibicion de la conducta
paterna. Se utilizaron 21 machos, adultos con experiencia sexual, con un peso
de 40-50 g. De estos ratones 14 integraron el grupo experimental y 7 el grupo
conftrol. Los machos experimentales fueron apareados por pareja, mientras que
los controles se mantuvieron aislados. Se obtuvieron muestras sanguineas en el

dia 10 del apareamiento 5y 20 de paternidad activa, y 10 dias después del
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agislamiento. Sélo a 7 ratones experimentales se les signd un control que fue
muestreado en el mismo dia y hora que el experimental, las muestras obtenidas
se procesaron por radioinmunoandlisis (RIA). Los resultados indicaron que a
pesar de que el macho del ratdén de los volcanes mostrd extensivos cuidados
paternos, los niveles de testosterona plasmdtica no variaron en asociacion a las
condiciones estudiadas (P = 0.87). Sin embargo, los niveles plasmdaticos de
testosterona fueron mayores en los machos que permanecieron en
cohabitaciéon con la hembra y las crias que los que se mantuvieron en
aislamiento (P = 0.01). El ratdn de los volcanes exhibe cuidados paternos
cuando los niveles de testosterona plasmdtica son elevados en comparacion
con los controles, de tal forma que si la testosterona participa en la regulacion
de la conducta paterna de este roedor, tendria un papel facilitador y no
inhibidor, como originalmente fue planteado. No obstante, sdlo los
experimentos de castracion y remplazamiento de testosterona podrdn

demositrarlo.



2. INTRODUCCION

En la mayoria de los mamiferos y particularmente en los roedores los
cuidados paternos no son comunes; la dependencia alimenticia de los hijos sélo
de la madre ha favorecido, evolutivamente, la desercion del macho de la
pareja después del apareamiento. Sin embargo, en algunas especies de
roedores el macho permanece con la hembra y participa en el cuidado de los
hijos. EI macho exhibe todos los componentes de la conducta materna,
excepto el amamantamiento (Cicirelo y Wolf, 1990). La conducta paterna hace
referencia a las actividades que readliza el macho en beneficio directo o

indirecto de sus crias antes y después del nacimiento.

En los roedores los cuidados paternos se clasifican en directos e
indirectos; entre los primeros se encuentran aquellas actividades que fienen un
efecto inmediato sobre las crias, como el abrigo, acicalamiento, olfateo,
recuperacion de las crias y sociabilizacién. En los indirectos se incluyen las
actividades que no implican interacciones padre-hijo, como la provision de
alimento, construccion del nido y defensa del territorio (Kleiman y Malcolm,
1981). Segun Elwood (1983), la conducta paterna en los roedores se origind de
la permanencia en pareja; al quedarse el macho con la hembra después del
apareamiento, las presiones de seleccion llevaron al macho a proporcionar
cuidados a sus crias, aumentando con esto la sobrevivencia de su
descendencia y su apftitud biolégica. Asimismo, este autor senala que la

presencia de cuidados paternos es una estrategia secundaria en la evolucion
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de los roedores, por ejemplo, en el género Gerbillus sdlo las especies

flogenéticamente mds avanzadas tienden a presentar conducta paterna.

En los roedores, la presencia de cuidados paternos estd relacionada con
el sistema de apareamiento y la organizacion social. Asi la exhibicidon de
cuidados paternos estd positivamente correlacionada con la probabilidad de
la paternidad, por lo que la conducta paterna es mds comun en los roedores

mondgamos que en los promiscuos.

En los roedores, mostrar la contribucidn del macho en el crecimiento y
sobrevivencia de las crias en condiciones naturales resulta dificil, debido a sus
hdbitos nocturnos y fosoriales. No obstante, en condiciones de laboratorio, en
especies como el raton de California (Peromyscus californicus), el hdmster
hungaro (Phodopus campbelli) y el ratdbn de los volcanes (Neotomodon a.
alstoni) se ha mostrado que la presencia del macho durante el periodo de
lactancia favorece el crecimiento y la sobrevivencia de las crias (Dudley 1974;
Gubernick y col., 1993; Scribner y Wynne-Edwards, 1994; Wynne-Edwards, 1987;
Luis y col., 2004). En el raton de California las crias que permanecen con ambos
padres se cubren de pelo y abren los ojos a una edad mds temprana que los
qgue permanecen sdlo con la madre. Asimismo, se senala que en ausencia del
macho las hembras de este roedor pueden criar camadas de dos crias pero no

de cuatro (Cantoniy Brown, 1997).



En estos mamiferos la cantidad de cuidados que el macho proporciona
a sus crias varia de acuerdo a la especie y a las condiciones ambientales; en el
ratén de California la participacion del macho en el cuidado de las crias es
mayor que la de la hembra, mientras que en el gerbo de Mongolia (Meriones

unguiculatus) el macho contribuye menos que ésta (Elwood, 1983).

En el campanol del prado (Microtus pennsylvanicus) la exhibicion de la
conducta paterna estd bajo la influencia de cambios estacionales; durante Ia
primavera y el verano los rangos hogarenos de los machos y las hembras se
sobrelapan, pero sélo en raras ocasiones, son encontrados juntos. En el otono
e invierno comparten el mismo rango hogareno y con frecuencia el macho es
observado en el mismo nido con la hembra y las crias. En ausencia de la
hembra el padre permanece con las crias y evita que machos extranos entren

el nido (Wynne-Edwards, 1995).

No obstante, de que en varias especies de roedores se ha determinado
la presencia de cuidados paternos, se desconocen los factores que intervienen
en el inicio y mantenimiento esta conducta, aunque se senala que el
apareamiento, la cohabitacion con la hembra prenada vy la presencia de las
crias pueden constituir estimulos capaces de activar cambios neuroendocrinos

esenciales en la exhibicién de conducta paterna (Elwood, 1983).



2.1. Diferencias sexuales en la respuesta paterna

Por otra parte, en varias especies de roedores se han observado
diferencias sexuales en el desarrollo de la responsabilidad paterna, que surge
es 3Como actuan las hormonas para producir esas diferencias?e la respuesta se
puede encontrar analizando la via de accion de las hormonas sexuales en el
sistema nervioso central. Sin embargo, se conoce muy poco sobre la regulacion

neural de la conducta paterna en los roedores.

En el ratén de la pradera (Microtus ochrogaster) se ha demostrado que
el drea predptica media, la amigdala, el septo lateral y la base del nicleo de la
estria terminalis, dreas cerebrales que intervienen en la regulaciéon neural de Ia
conducta materna, también desempenan un papel importante en la
regulaciéon neural de la conducta paterna y otras conductas filiativas
(Rosenblatt, 1992). En la rata de laboratorio, el sitio neural que responde a la
estimulacion hormonal para que se inicie la conducta paterna es el drea
predptica media (APO) (Fleming y col., 1980). En esta regién se localiza un
nucleo sexualmente dimorfico (nUcleo del drea predptica media), el cual es
mas grande en los machos que en las hembras (Gorski, 1978). En los machos de
especies mondégamas del género Microtus, que presentan cuidados
biparternos, el nicleo sexual dimorfico (SDN) es de menor tamano que el de las

especies poligamas y unipaternas (Shapiro y col., 1991).



También se ha encontfrado que las hormonas sexuales afectan en forma
diferente la funcién de los sistemas sensoriales, principalmente la percepcion y
discriminacién sensorial (Gandelman y col.,, 1971). Las hormonas sexuales
afectan los procedimientos somatosensoriales en |las ratas hembras pero no en
los machos, por ejemplo, los estrdgenos cambian la somatosensacion en la
region perioral en las hembras (Bereiter y Barker, 1975; Stern, 1996). En el sistema
olfativo también se han encontrado diferencias sexuales, la amigdala mediaq,
uno de los principales sitios olfatorios, es mds grande en las ratas machos que
en las hembras (Hines y col., 1992). Asimismo, se ha demostrado que las madres
distinguen a sus crias por su olor (Moore, 1981), y que en las hembras virgenes
andésmicas es mas facil disparar la conducta materna (Flemming y Rosenblatt,
1974). Los machos del gerbo de Mongolia inician el contacto con los neonatos
en el dia de nacimiento, debido a que las crias producen estimulos olfatorios

que facilitan el reconocimiento de los padres (Clark y Galef, 2000).



2.2. Hormonas reguladoras de la Conducta Paterna

Los resultados de los primeros estudios que trataron de establecer una
correlacién entre hormonas y la conducta paterna plantean la hipdtesis de
gue esta conducta y la materna son homodlogas, tanto a nivel neural como
hormonal, por lo que se sugiere que las hormonas que regulan la conducta
materna y los sitios neurales que la modulan podrian ser las mismos que regulen
la conducta paterna (Wynne-Edwards y Reburn, 2000). Mientfras que ha sido
establecido que el inicio de la conducta materna depende de los cambios
hormonales que ocurren al final de la prenez y su mantenimiento de la
presencia de las crias (Numan, 1988; Rosenblatt, 1992), existen pocas
investigaciones sobre las bases hormonales de la conducta paterna. No
obstante, que se ha senalado que hormonas como la oxitocina, prolacting,
testosterona, asi como algunos glucorcorticoides, entre los que se encuentra el
cortisol, aunque sobre esta Ultima no existe informacion, podrian participar en la

regulacion de la conducta paterna.

En los machos de los roedores con cuidados paternos los niveles
plasmdaticos de estas hormonas varian durante el ciclo reproductivo, estos
cambios hormonales no ocurren en los machos de las especies con cuidados
unipaternos. (Brown, 1985). Dos de esos cambios hormonales son: una
disminucién en los niveles de testosterona y un incremento en los niveles
plasmaticos de prolactina. Los niveles plasmdticos de estas hormonas varian

con la presencia o ausencia de las crias, en especies con cuidados bipaternos

-8-



(Rosenblatt, 1992).

2.2.1. Oxitocina

La oxitocina es un péptido que se produce en el hipotdlamo y ha sido
asociado a diversas conductas filiativas, por ejemplo, el establecimiento de la
pareja (Carter y col.,, 1990; Insel, 1992; Reburn y col., 1999). Ademds, se
considera que participa en la activacion de los circuitos neurales involucrados
en la exhibicion de la conducta paterna. En el macho del ratdon de la pradera
(Microtus ochrogaster) la expresion del gen de la oxitocina hipotaldmica sélo se
incrementa cuando los ratones se convierten en padres (Bamshad y Novak,

1994; Wang y col., 2000).

En el raton de Cadlifornia las concenfraciones de oxitocina son
significativamente mas elevadas en los machos que cohabitan con la hembra
prenada que en los ratones castos y los que estdn participando en el cuidado
de sus crias. El incremento de esta hormona ocurre un dia después del
apareamiento y permanece alto hasta el dia 15 de la gestacién, disminuyendo
aproximadamente a los 20 dias, manteniéndose asi durante el periodo de
lactancia. Por ofra parte, se ha observado que en algunos machos de este
roedor que estdn proximos a convertirse en padres y que pueden  exhibir
conducta paterna o infanficida, no existen diferencias significativas en los

niveles de oxitocina. También se ha demostrado que los machos que actian en
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forma paterna después del parto tienen niveles similares de oxitocina que

aquellos que no exhiben conducta paterna.

No obstante, los machos que se separan de la pareja y sus crias en el
dia en que éstas nacen, a los 3 dias siguientes presentan concentfraciones de
oxitocina elevadas comparadas con las de los machos que permanecen con

su familia (Gubernick y col., 1995).

Como se observa, los resultados hasta aqui obtenidos sobre la relacion
oxitocina y la conducta paterna son confradictorios, por lo que el papel que
pueda tener esta hormona en la regulacion de la conducta paterna estd por

establecerse.

-10 -



2.2.2. Prolactina

La prolactina es una hormona segregada por la hipdfisis y es la
encargada de regular la lactancia en hembras, es una de las hormonas mds
estudiadas con relacion a la conducta paterna, esta hormona es activamente
transportada a regiones especificas del cerebro que intervienen en la
regulaciéon de la conducta materna (Numan, 1988). Asimismo, se senala que en
los machos la prolactina produce una respuesta paterna homologa a la de las
hembras; cuando a ratas machos con niveles altos de prolactina se les
suministra un antagonista dopaminico, por ejemplo bromocriptina, la cual
suprime la acciéon de esta hormona, la conducta paterna es inhibida
(Sakaguchiy col., 1996). En el hdmster hungaro (Phodopus campbelli) los niveles
de prolactina plasmdatica se incrementan en el dia 5 del periodo de lactancia,
sugiriendose que el incremento en los niveles de esta hormona en los machos
qgue exhiben conducta paterna estd asociado con la exposicion a las crias,
aungue también puede depender de estimulos emitidos por la hembra (Storey
y Joyce, 1995). Este cambio en los niveles de prolactina es similar al que ocurre

en la hembra de este roedor (Edwards y col., 1995).

Otro estudio senala que cuando en el hdmster hungaro la secreciéon de
prolactina es inhibida durante los Ultimos 3 dias anteriores al nacimiento de sus
crias, el macho no muestra conducta paterna durante el parto y a los 3 dias

siguientes, aun cuando las concentraciones de prolactina de estos ratones son

-11 -



similares a las de los controles, el nivel de cuidados paternos que exhiben es
menor al de los machos no fratados. En contraste, cuando la prolactina es
inhibida en el dia del nacimiento y las crias son retiradas del nido durante tres
dias, la respuesta paterna de este roedor no se reduce (Jones y Wynne-
Edwards, 2000). Estos resultados sugieren que en esta especie la prolactina
desempena una funcidn mds importante en el inicio de la conducta paterna

que en su mantenimiento.

En el gerbo de Mongolia (Meriones unguiculatus), especie en la que el
macho también participa en el cuidado de las crias, también se han
observado cambios en la concentracion de la prolactina plasmdatica durante su
ciclo reproductivo, encontrdndose que los niveles mds altos de esta hormona se
registran en el dia 20 del periodo de lactancia, coincidiendo con una mayor
inferaccion entfre el padre y las crias. La diferencia en los niveles de esta

hormona con relacién a los machos aislados fue significativa.

En el ratdbn de California (Peromyscus Californicus) los niveles de
prolactina plasmatica son mds elevados en los machos que estdn participando
en el cuidado de las crias que en los castos y los que estdn en apareamiento
(Reburn y col.,1999). El incremento en los niveles de prolactina plasmdatica
durante la lactancia sélo se registra en aquellas especies en las que los

cuidados bipaternos ocurren naturalmente.

Los resultados de estos estudios senalan que la prolactina interviene en

-12 -



la regulacion de la conducta paterna, aungue se desconocen los mecanismos

a través de los cuales actua esta hormona (Shin, 1996).

2.2.3. Testosterona

La testosterona es una hormona esteroide producida principalmente por
el testiculo, aunque las gldndulas suprarrenales también producen esta
hormona en pequenas cantidades. La testosterona regula los fendmenos
reproductivos en el macho, por ejemplo, la espermatogénesis, el cortejo y la
conducta de apareamiento son dependientes de esta hormona. Ademds, la
testosterona también ha sido relacionada con la conducta agresiva, territorial y

hace aproximadamente tres décadas con la conducta paterna.

Estudios que analizan la conducta paterna en relacidn a la
concentracidén de testosterona, puntualizan que la concentracidn natural de
esta hormona afecta la expresion de la conducta paterna; por ejemplo, los
machos del gerbo de Mongolia, que durante su desarrollo embrionario se
localizan en el Utero, entre otros embriones del mismo sexo, en la etapa adulta
tienen concentraciones mds altas de testosterona que aquellos cuya

implantacion se dio entre dos hembras.

Los machos con bajas concentraciones de testosterona plasmdatica,

debido a que se desarrollaron enfre dos hembras, invierten mds tiempo en
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contacto con sus crias que los machos con altas concentraciones de esta
hormona (Clarck y col., 1997). Asimismo, cuando en este roedor los padres son
expuestos a camadas constituidas sélo por machos o sélo por hembras recién
nacidas, se observa que el fiempo de contacto es menor con las camadas
constituidas Unicamente de machos que de hembras, debido a que las crias
machos tienen altas concentracion de testosterona durante este periodo

(Clark, 2000).
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3. ANTECEDENTES

El gerbo de Mongolia fue el primer roedor en el que se documentd
que los niveles de testosterona plasmdtica disminuioan después del

nacimiento de sus hijos (Elwood, 1983).

En el ratdon de California los machos que permanecen con la hembra
y las crias fienen niveles de testosterona plasmdtica comparativamente
menores a los machos controles que se mantfuvieron en aislamiento
(Gubernick y Nelson, 1989). Sin embargo, en este estudio la observacion de la
conducta paterna se realizd en un grupo y la medicion de los niveles de

tfestosterona en ofro.

Brown y col. (1995) determinaron que en el macho del gerbo de
Mongolia, los niveles de testosterona disminuyen en el dia del parto y se
mantiene en niveles bdsicos después de 3 dias. Asimismo, en el hdmster
hingaro (Phodopus campbelli) los niveles de testosterona se incrementan
conforme se aproxima el nacimiento de las crias, lo cual es consistente con
la defensa y proteccion de la hembra prenada. No obstante, estos niveles
disminuyen en el dia de nacimiento de las crias (Reburn y Wynne-Edwards,
1999). Este descenso en los niveles plasmdaticos de testosterona ha sido
relacionado con una reduccidén en la agresion hacia las crias y la facilitacion

de la conducta paterna.
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Estos resultados han llevado a hipotetizar que la disminucidon en los
niveles de testosterona en el dia del nacimiento de las crias, inhibe la

conducta infanticida y facilita la exhibicion de la conducta paterna.

El macho del ratén de los volcanes (Neotomodon a. alstoni) en
cautiverio proporciona a sus crias todos los cuidados otorgados por la
hembra, excepto el amamantamiento. La conducta paterna es exhibida
desde el nacimiento de las crias hasta el destete, senaldndose que los
machos invierten mds tiempo en el abrigo de las crias que la hembra.
Asimismo, acicalan y olfatean a sus crias con una frecuencia

significativamente mayor a la de la madre (Luis y col., 2000).

Ofro estudio senala que la presencia del macho en esta especie
durante el periodo de lactancia eleva la sobrevivencia de las crias y permite
un desarrollo mas rdpido (Luis y col., 2004). La exhibicion de cuidados
paternos en el ratdn de los volcanes y el efecto positivo de la presencia del
macho en la sobrevivencia de las crias, lo convierte en un modelo para el
estudio de las bases hormonales de la conducta paterna. En el presente
estudio se buscd asociar los niveles de testosterona plasmdatica con la
cantidad de cuidados paternos, principalmente el abrigo, acicalamiento y

olfateo.

3.1. Generalidades de Neotomodon a. alstoni

3.1.1.- Posicion taxonomica
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El género Neotomodon fue descrito por Merriam en 1898. En 1924
Miller publicé un listado con los roedores de Norte América, incluyendo
dentfro de la familia Cricetidae al género Neotomodon. En 1979, Yates y col.
realizaron estudios genéticos, concluyendo que el Neotomodon es
cogenérico de Peromyscus, y que se trata de una especie politipica. Williams
y Ramirez-Pulido (1984) concuerdan con lo anterior pero senalan que la

especie es monotipica.

3.1.2. Habitat

El raton de los volcanes es endémico de la fauna mexicana, habita a
lo largo del Eje Neovolcdnico Transversal de México, que se localiza entre
los 18° y 22° de latitud norte, abarcando los Estados de México, Michoacdn,
Morelos, Puebla, y Veracruz. Su hdbitat estd constituido por bosque mixto de
pino-encino en las partes bajas y pino-abeto en las partes altas, asociada a
este tipo de vegetacion se encuentra una gran variedad de gramineas del
género Stipa,Muhlenbergia y Fetusca, conocidas comiUnmente como
zacatén y que constituyen elementos muy importantes en el hdbitat de este

roedor (Rojas, 1984).
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3.1.3. Caracteristicas de la especie

El ratdon de los volcanes presenta un pelaje de tonos variados que van
de negro a pardo con el abdomen blanco, su talla oscila entre los 14 y 24
cm. Presentan un patron reproductivo poliéstrico continuo, con mdaximos en
primavera / verano y la presencia de estro postparto (Chavez y Gallardo,
1993). El periodo de gestacion es de 27 dias, sus crias son altricias, por lo cual
nacen sin pelo, con delgadas membranas cubriéndoles los ojos y oidos (Fig.1
y 2). La capacidad de termorregulacion la alcanzan entre los 17 y 20 dias de
vida. Estas caracteristicas de su desarrollo los hacen completamente

dependientes de sus padres.
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Fig. 1.- Crias del ratdn de los volcanes de 5 dias de edad,
aun se pueden observar las membranas que cubre los ojos y
los oidos.

Fig. 2.- El macho del ratén de los volcanes invierte mds tiempo
en el abrigo de las crias que la hembra. Asi mismo, las
acicala y olfatea con mayor frecuencia durante los primeros
10 Ainc Adel nactnarta
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4. HIPOTESIS

En varias especies de roedores como Meriones unguiculatus, Phodophus
campbelli y Peromyscus Californicus, se ha observado que cuando el macho
estd participando en el cuidado de las crias los niveles de testosterona
plasmatica disminuyen, por lo cual se espera que en el ratdn de los volcanes,
los niveles de estd hormona disminuyan en asociacidén a la presencia de las

crias.
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5.0BJETIVOS

General

Determinar si existen cambios en los niveles plasmdticos de testosterona
asociados con la exhibicion de la conducta paterna en el ratén de los

volcanes (Neotomodon a. alastoni).

Particulares

© Determinar si existe relacién entre la frecuencia de las actividades

paternas y los niveles plasmdaticos de testosterona.

o Determinar si los niveles plasmdticos de testosterona difieren entre la

condicion permanencia en familia y aislamiento.
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6.METODOLOGIA

Se utilizaron 35 ratones silvestres (14 hembras y 21 machos) adultos
con un rango de edad 5 a 6 meses, la cual se determind de acuerdo a las
caracteristicas del pelgje e indice de masa corporal (Ramirez, 1986). Por la
edad determinada en estos ratones se considerd que todos, por lo menos, se

habian apareado una vez.

Las capturas se realizaron de Marzo a Julio del 2003, en la Sierra del
Volcdn Ajusco, en una zona localizada entre los Km 44 y 60 de la Carretera
Federal a Cuernavaca. Los ratones fueron capturados con tframpas Sherman
plegables, las cuales se colocaron bajo los zacatones entre las 17:00 y 18:00
h, y fueron recogidas al dia siguiente entre las 8 y 10 h. Para identificar el
lugar en donde fue puesta cada trampa se colocd una marca con cinta

pldstica blanca. Se utilizé como cebo hojuelas de avena.

Los animales capturados fueron transportados al laboratorio, en
donde fueron ectodesparasitados, marcados (apéndice A) y separados por
sexo. Finalmente fueron sometidos a un periodo de adaptacién 20 dias para

su posterior apareamiento.
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6.1.Condiciones de Laboratorio

En el laboratorio se mantuvieron bajo un foto periodo de 12:12 luz-
oscuridad, temperatura (18°C a 21°C) y humedad ambiental de laboratorio.
Se les proporcion6 como alimento Nutricubos Lab Diet para roedores
pequenos y agua ad libitum, esta dieta fue suplementada con zanahoria 'y

semillas de girasol cada tercer dia.

Después del periodo de adaptacion fueron apareados (14 hembras y
14 machos), y los 7 machos restantes designados como control, se
mantuvieron en cajas de acrilico (32x23x15 cm) en forma individual y aislados
del resto de los animales. A los 27 dias (periodo de gestacion) siguientes a la
fecha de apareamiento, las cajas de anidacion fueron revisadas
diariamente con la finalidad de registrar la fecha de nacimiento de las crias.
Se registraron las siguientes actividades paternas: abrigo, acicalamiento,
olfateo, recuperacion de las crias y mantenimiento del nido, ufilizando un
etograma previamente elaborado (apéndice B). Cada familia fue
observada en forma directa durante 30 min. de Lunes a Viernes, desde el
dia de nacimiento de las crias hasta los 20 dias postparto. Una vez terminado
el periodo de registro de la conducta paterna, los datos de cada actividad
se ordenaron en 5 blogues de 4 dias. Se calculd el promedio y la desviacion
estndar por blogque de cada una de las actividades paternas, y
posteriormente fueron representadas graficamente para asociar de forma

cudlitativa la cantidad de cuidados paternos con los niveles plasmdticos de

testosterona. También se realizaron correlaciones lineales entre estas
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actividades y la edad de las crias, en este caso se utilizaron los valores

individuales.

Para cuantificar los niveles plasmdticos de testosterona fueron
obtenidas muestras sanguineas de cada uno de los machos experimentales
en el dia 10 del apareamiento, 5 y 20 de paternidad activa (cuando el
macho participa en el cuidado de las crias). Después de la toma del dia 20,
fueron aislados y muestreados a los 10 dias siguientes. So6lo a 7 ratones

experimentales se les asignd

un control que fue muestreado en el mismo dia y hora que el experimental.

Las muestras de sangre (100 ul) se obtuvieron por via retrorbital,
utilizando capilares heparinizados de 75 mm. Para la obtencion de las
muestras los animales fueron anestesiados, infroduciéndolos en una cdmara
con éter etilico. La sangre se centrifugd a 3250 rmp durante 10 min, con la
finalidad de separar el plasma del paquete celular. El plasma se exirajo de
los capilares utilizando una jeringa Hamilton de 50 ul y se colocd en tubos

eppendorf de 5 I, previomente etiquetados.

Todas las muestras de plasma se almacenaron a -40 °C hasta su
procesamiento por radioinmunoandlisis. El cual se realizd por duplicado

utilizando el kit Coat-A-Count de Testosterona Total TKTT1 (apéndice C).

Como los valores de los niveles plasmdticos de testosterona
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presentaron variaciones individuales considerables, antes de realizar el
andlisis estadistico se hicieron transformaciones logaritmicas. Para establecer
diferencias significativas enfre los valores plasmaticos de testosterona entre
las cuatro condiciones diferentes en las que fueron muestreados los ratones
del grupo experimental se aplicd una prueba de ANOVA de una sola via.

Esta misma prueba se aplicd a los valores obtenidos en el grupo control.

Finaimente, fueron contrastados los valores plasmdticos de
testosterona del grupo experimental y control a través de la misma prueba
estadistica (Sigma., version 5.0, 1999), como en este Ultimo confraste se
encontraron diferencias significativas se realizé un andlisis multiple de medias

(Tukey).
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7. RESULTADOS

Todos los ratones macho del grupo experimental participaron
activamente en el cuidado de sus crias. La conducta paterna en este roedor
estuvo integrada por las siguientes actividades, abrigo, acicalamiento y
olfateo de las crias, asi como recuperacidon y mantenimiento del nido
(Cuadro 1). Entre estas actividades el abrigo, acicalamiento y el olfateo
fueron las conductas que se observaron con mayor frecuencia (Fig. 3) El
tiempo que los machos invirtieron en el abrigo se correlaciond
significativamente con la edad de las crias (r = -0.60, P<0.05). Asimismo, la
frecuencia con que los machos acicalaron y olfatearon a sus crias también
se correlacioné de manera significativa con la edad de éstas (r = -0.58,
P<0.05; r = -0.58, P<0.05), respectivamente. La mayor participacion del
macho en el cuidado de las crias se registrd durante los primeros 10 dias del

postparto (Fig. 3).

Los niveles de testosterona plasmdatica en el grupo de machos
experimentales en promedio fueron de 15.12 £ 5.4 ng/dl en el dia 10 del
apareamiento, de 15.15% 6.09 ng/dl y 17.45 7.6 ng/dl en el dia 5y 20 de
paternidad activa, respectivamente. Mientras que a los 10 dias del
aislamiento los niveles plasmdticos de testosterona fueron de 15.22 £ 7.2 ng/dl
(Fig.4). No se encontraron diferencias significativas entre los niveles de

testosterona en ninguna de las condiciones en las que los machos
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experimentales fueron muestreados (F =0.23, g. 1. = 3/52, P = 0.87).

En el grupo control los niveles plasmdaticos de testosterona fueron en
promedio de 9.01 + 4.1 ng/dl en el primer muestreo, de 10.05 + 7.5 ng/dl en el
segundo, de 14.42 + 52 ng/dl en el tercero y de 14.02 £ 6.8 ng/dl en el Ultimo
muestreo (durante todo el periodo de estudio estos ratones se mantuvieron
aislados en jaulas individuales). En este grupo las variaciones en los niveles
plasmdticos de testosterona tampoco fueron significativas (F = 1.89, g. . =

3/24,P =0.15).

Al comparar los niveles plasmdaticos de testosterona de los ratones del
grupo experimental con los del grupo control, se encontrdé que estos fueron
significativamente diferentes (F=2.61, g.l. =7/83, P=0.01). El andlisis muUltiple de
medias indicd diferencias significativas (P<0.05) en los niveles plasmdaticos de
testosterona en el dia 10 del apareamiento y dia 5 de paternidad activa,
siendo estos valores mds altos en el grupo experimental. Los niveles
plasmdticos de testosterona en el dia 20 de paternidad activa y en el
aislamiento en los experimentales no fueron significativamente (P>0.05)

diferentes a los del grupo control (Fig. 4).
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Actividad

Descripcion

Abrigo

Mantienen el cuerpo de forma arqueada,
mientras las crias se encuentran bajo su

abdomen.

Acicalamiento

Con ayuda de sus extremidades delanteras
sostienen a sus crias y lamen, rotdndolas

suavemente.

Olfateo

Mueven ritmicamente las vibrisas y acercan

el hocico a la cria.

Recuperacion de la cria

Sujetan a la cria del dorso con el hocico

para regresarla al nido.

Mantenimiento del nido

Con las extremidades anteriores juntan el
material de anidacién para darle

concavidad.

Cuadro 1.Actividades que integran la conducta paterna del ratén de los

volcanes

(Neotomodon a. alstoni)
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Principales actividades paternas en el raton de los volcanes

N
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Tiempo (Min) / Frecuencia
S

o
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Edad (dias)

Figura.3.- El tiempo de abrigo, asi como la frecuencia de acicalamiento y olfateo se
correlacionaron negativamente con la edad de las crias siendo esta correlacién
estadisticamente significativa (P<0.05).

Concentracion de testosterona en plasma del
Neotomodon a. alstoni

—o— Experimental
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=
=)
~
=)
=
N
c
p
o
c
S
=
c
@
3]
c
o
(&)

apareamiento 5 20 aislamiento

Condiciones de Estudio (dias)

Figura.4. Los niveles plasmdticos de testosterona en los ratones del grupo
experimental fueron superiores a los del grupo control, sélo durante el apareamiento
y en dia 5 del postparto, estos valores fueron significativamente diferentes (P =0.01).
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8. DISCUSION

Los machos del ratén de los volcanes exhibieron conducta paterna
durante los 20 dias del postparto, esta conducta estuvo integrada por las
siguientes actividades: abrigo, acicalamiento, olfateo, recuperacion de las

crias y mantenimiento del nido.

La edad de las crias influyd notoriamente en el tiempo que el macho
invirtié en el abrigo y la frecuencia con la que acicalaron y olfatearon a sus
crias, de tal forma que el macho de este roedor desplegd mds actividad
paterna durante los primeros 10 dias del postparto, estos resultados coinciden

con lo senalado por Luis y col.(2000).

Los niveles de testosterona plasmdtica no variaron en asociacion a la
exhibicion de cuidados paternos, debido a que los niveles de esta hormona
registrados en los machos durante el apareamiento no fueron
significativamente diferentes a los que se observaron cuando éstos
permanecieron con la hembra y las crias, proporcionando cuidados
paternos. Esto podria indicar que la presencia de la hembra constituye un
estimulo en el mantenimiento de la conducta paterna. En el gerbo de
Mongolia se ha demostrado que la cohabitacién con la hembra ocasiona
cambios neuroendocrinos que inhiben la conducta infanticida del macho y
promueven la conducta paterna. Asimismo, en el macho de este roedor se

observd que los niveles de testosterona plasmdtica no se modifican cuando
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éste deja de estar en contacto con las crias durante 4 horas (Brown y col.,

1995).

Por otra parte, los niveles de testosterona plasmdatica medidos en el
aislamiento no variaron significativamente con respecto a las ofras
condiciones (cohabitacién con la hembra y las crias), lo cual pudo deberse
a que el periodo de aislamiento no fue lo suficientemente largo para que se
inhibieran los cambios neuroendocrinos que estimularon la presencia de la
hembra y/o las crias. En dos de los machos aislados después de la toma
sanguinea, se probd la existencia de conducta paterna; al infroducir una cria

ajena, se observaron, aun las conductas de abrigo, acicalamiento y olfateo.

Es posible que los cambios en los niveles de testosterona plasmatica
asociados a estas condiciones sean tan pequenos que no puedan ser
medidos en muestras sanguineas periféricas o que quedaran encubiertos por
las variaciones individuales, el estrés por manipulacion y temporales que

pueden afectar la secrecion de testosterona (Valentine y col., 1986).

Contrariamente a lo planteado en la hipdtesis experimental los niveles
plasmdticos de testosterona, no disminuyeron cuando el macho de este
roedor exhibié conducta paterna, sino que se mantuvieron tan altos como
en el apareamiento, y significativamente mds altos que en los controles, en el
periodo que el macho de este ratén proporciond mds cuidados paternos
(dia 5 del postparto). Estos resultados difieren de lo observado en otros

roedores como el macho del hdmster hungaro (Phodopus campbelli] y el
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gerbo de Mongolia (Meriones unguiculatus), en los que, como ya se
menciond anteriormente, los niveles de testosterona plasmdtica disminuyen
en el dia del nacimiento de sus hijos (Brown y col., 1995; Reburn y Wynne-
Edwards, 1999). Sin embargo, los resultados de estos estudios no son
comparables con los aqui obtenidos, debido a que los niveles de
testosterona plasmdatica no fueron medidos en los mismos dias, ademds
tampoco ellos buscaron asociar la canfidad de cuidados paternos con los
niveles de testosterona plasmatica.Los resultados de este estudio mostraron
qgue el macho del ratdn de los volcanes exhibe gran cantidad de cuidados
paternos a pesar de que los niveles de testosterona plasmdtica sean altos en
comparacién con los controles. de tal forma que si la testosterona participa
en la regulacion de la conducta paterna de este roedor, tendria un papel

facilitador.

Por ofra parte, esta no es la Unica especie de mamifero en él que la
exhibicion de cuidados paternos coincide con altos niveles de testosterona.
En el primate cabeza de algoddn (Saguinus oedipus) los niveles de
testosterona urinaria se incrementan gradualmente durante el preparto y se
elevan aiun mds después del parto, manteniéndose asi durante el periodo de

lactancia (Ziegler y Snowdon, 2000).

En el ratdn de California (Peromyscus Californicus) se ha demostrado,
de manera convincente, que la testosterona mantiene la conducta paterna.
En este roedor la castracion disminuye notoriamente la exhibicion de

cuidados paternos, mientras que los machos castrados que reciben
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implantes de testosterona despliegan altos niveles de conducta paterna
(Trainor y Marler, 2001). En este ratén también se ha demostrado que la
testosterona promueve esta conducta a fravés de su conversion a estradiol

(Trainor y Marler, 2002).

En el ratdn de los volcanes se puede esperar que la testosterona
también esté participando en la regulaciéon de la conducta paterna, y que
su funcion sea facilitar la exhibicion de ésta, como en Peromyscus
Californicus. No obstante, sélo los experimentos de castracion vy
reemplazamiento de testosterona podrdn mostrar de forma definitiva, el
papel de esta hormona en la regulacion de la conducta paterna del ratén

de los volcanes.

Los niveles plasmdticos de testosterona obtenidos en este estudio
presentaron una variacion considerable, la cual pudo deberse a la
diferencia de edades de los ratones utilizados, que aunque fueron fomados
en un rango de peso y se realizd una determinacion aproximada de la edad,
por tratarse de animales silvestres este factor no fue controlado con
exactitud. Sin embargo, en el ratébn de California del género Peromyscus,
taxdn con el que el ratdn de los volcanes fiene una estrecha relacion
flogenética (Wiliams y Ramirez Pulido, 1984), se senala que los niveles de
testosterona plasmdtica son en promedio de 12 ng/dl, aunque no se

proporcionan los rangos de variaciéon (Trainor y Marler, 2001).
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Finalimente, es importante mencionar que este estudio es el primer
trabajo que se realiza, encaminado a establecer las bases hormonales de la
conducta paterna en el ratdon de los volcanes, y consolidar una linea de

investigacion, pionera en esta drea, en México.
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9. CONCLUSIONES

1) El ratdn de los volcanes presenta cuidados paternos cuando los niveles de

testosterona plasmdaticos se mantienen altos.

2) Los niveles plasmdaticos de testosterona no variaron significativamente en
asociaciéon a la cantidad de cuidados proporcionados por el macho en las

diferentes etapas.

3) Es probable que en este roedor la testosterona facilite la conducta

paterna, como en el ratdén de California, lo cual sélo se podrd probar a

través de experimentos de manipulacion.
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10. APENDICE A.- Marcado comin en pequenos roedores
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APENDICE B.- Etograma utilizado en el registro de las conductas

del macho del ratén de los volcanes (Neotomodon a. alstoni)

NUm. de hembra NUOm. de macho Fecha de
nacimiento NUm. de crias Fecha de
observacion Hora Temperatura MAx.

Temperatura min.

Conducta Macho Hemlbra

Abrigo dela cria (T)

Acicalamiento (fy T)

Olfateo de la cria (fy T)

Reconstruccion Del nido

(f)

Observaciones:

f = frecuencia, T = tiempo
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APENDICE C.-Técnica de Radioinmunoandlisis (RIA)

Principio del andlisis

Estd basado en un anticuerpo especificd para testosterona que es inmovilizado
en la pared de un tubo de polipropileno. La testosterona marcada con yodo
125 compite, durante un periodo de tiempo determinado, con la festosterona
de la muestra por los sitios de unidn  de los anticuerpos. Posteriormente se
decanta para separar la testosterona unida de la libre y se cuenta en un
contador gama. La canfidad de testosterona presente en la muestra se

determina a partir de una curva de calibracion.

La técnica consta de los siguientes pasos:

e Redlizaciéon del protocolo

e Ordenamiento y enumerado de los tubos del 1-100 (2 primeros sin
anticuerpo para conteo total)

e Ordenamiento de las muestras (plasma) 100ul, las cuales deben estar a
temperatura ambiente.

e Reconstitucion de estdndares (agregando 50 ul de agua destilada y
desionizada), la sensibilidad del reactivo es Tng/ml a 25 ng/ml

e Realizacion de la relacion fubo muestra

e Una vez que ya se tiene la elacion se anade a cada uno de los tubos 50 ul
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de cada estadndar, de 1 ml de antigeno marcado con yodo 125 vy
antigeno frio (plasma) a cada tubo. Todo debe estar a temperatura
ambiente y mezclar en vortex.

¢ Se incuba en bano maria a 37°C por unos 20 min. En este lapso ambos
antigenos compiten por el anticuerpo (conejo, hemoglobulina) que viene
pegado en los tubos, posteriormente se decanta el contenido y se lavan
con agua corriente, enseguida se limpian las paredes de los tubos con un
hisopo de papel higiénico, sin tocar la base.

e Por Ultimo se colocan en el contador gama vy se realiza la cuentan por 1

min.

Nota: es importante contar con la cantidad suficiente de muestra para realizar

la técnica por duplicado (100 ul) de plasma por animal.
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