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Resumen

El presente estudio tiene por objetivo averiguar si la eficacia reproductiva y proporcién de machos en
camadas procedentes de ratones hibridos (hembra C57BL/6JIco x macho CBAJIco) alojados en un
estabulario bajo condiciones constantes de temperatura y fotoperiodo varia con el mesy las estacio-
nes del afo. Para ello, se registré el tamafio de las camadas, porcentaje de machos y tiempo de espe-
ra entre partos durante un periodo de 2 afios y 8 meses. El mesy la estacion no gjercieron ninglin
efecto significativo sobre las 3 variables analizadas. No obstante, el orden de parto (P <0.0005) y la
edad de la madre (covariable; P <0.0005) afectaron negativamente el intervalo de espera entre par-
tos. La edad de la madre también afect6 (P <0.0005) negativamente el tamafio de camada. Nuestros
datos apoyan la idea de la no-existencia de un reloj biol6gico endégeno reproductivo en poblaciones
de ratones expuestos a condiciones constantes de fotoperiodo y temperatura.
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Summary

The present study aims to ascertain whether reproductive fitness and litter sex ratio of laboratory hy-
brid mice (female C57BL/6JIco x male CBAJIco) housed under constant conditions of temperature
and photoperiod change with month and season. In order for usto reach thisaim, litter size, sex ratio
and between-labor interval were recorded during a period of 2 years and 8 months. Month and sea-
son did not affect any of the three variables analyzed. In contrast, labor order (P < 0.0005) and ma-
ternal age (covariable; P < 0.0005) had a negative effect on between-labor intervals. Furthermore,
maternal age had a negative effect (P 0.0005) on litter size. Our data support the notion of the ab-
sence of a reproductive biologicalclock in populations of mice exposed to constant conditions of tem-

perature and photoperiod.

Key words: Biological clock. Laboratory populations. Mouse. Reproductive fitness. Sex

ratio.

INTRODUCCION

Las estrategias reproductivas que poseen las di-
versas poblaciones de mamiferos existentes han sido
modificadas por seleccidén natural para lograr su
adaptacion a un gran numero de habitates.
Concretamente, los cambios climéticos y las diferen-
cias entre la alternancia dia-noche que tienen lugar
durante las estaciones del afio en climas templados
afectan poderosamente a la fisiologia de la reproduc-
cion de muchos mamiferos (1) incluidos los humanos
(2), observandose asi una gran variedad de ritmos re-
productivos estacionales, circanuales y/o circadianos
bajo condiciones naturales.

Se han llevado a cabo muchos estudios en anima
les bajo condiciones constantes de temperatura, hu-
medad y fotoperiodo, fundamentalmente en roedores,
con el objetivo de dilucidar si tales variaciones esta-
cionales son dependientes de cambios ambiental es
externos, o si, por €l contrario, se trata de ciclos bio-
| 6gicos enddgenos total mente independientes de las
condiciones externas. Por egjemplo, en el caso de la
rata (Rattus norvegicus), Lee y McClitock (3) estu-
diaron las variaciones en la reproduccion de hembras
de laboratorio durante un periodo de dos afios bajo
condiciones constantes de temperatura, fotoperiodo y
humedad. Se observé que durante los meses de mayo
a agosto las hembras presentaron unos ciclos del estro
mas regulares y mas cortos que durante el resto del
ano, lo cual se tradujo en una mayor incidencia de
apareamiento y porcentgje de lechales que llegaron al
destete. Estos resultados les condujeron a sugerir la
existencia de un ciclo anual enddgeno en esta especie
de roedores, aungue tampoco descartaron |la posibili-
dad de que las variaciones estacionales encontradas
pudiesen ser debidas a alguin factor ambiental no con-
trolado como por gjemplo la presion barométrica.

Otros estudios utilizando hamsteres (4-7) sefialan
al fotoperiodo como principal causante de las varia-
ciones estacionales en eficacia reproductivaalo largo
del afo, siendo ésta mayor durante los meses de vera-
no (dias largos).

Por otra parte, se ha estudiado en varias ocasiones
la variacion reproductiva estacional en el ratén do-
méstico (8, 9). Un giemplo de ello es el estudio reali-
zado por Drickamer (9) en el raton Mus domesticus,
quien tras sus investigaciones concluyé que la fertili-
dad y fecundacion varian estacionalmente tanto en ra-
tones sometidos a domesticacion durante catorce afios
como en ratones salvajes capturados y expuestos a las
mismas condiciones de laboratorio durante 4 afios.
Sus resultados mostraron un menor nimero de emba-
razos y menor tamafio de las camadas durante los me-
ses de invierno en las dos poblaciones de ratones.
Como hipotesis explicativa de estos resultados,
Drickamer (9) sugiri6 la existencia de un ritmo circa-
nual con bases genéticas, es decir, la existencia de un
reloj bioldgico interno. En concreto, propuso que de-
bido a que el ratdbn domeéstico es capaz de habitar y
reproducirse en una gran variedad de habitantes y ba-
jo diferentes regimenes medio ambientales (es decir,
es un animal oportunista), podria haber acontecido
una seleccion natural que desviase las méximas tasas
de produccién a las mejores estaciones del afio en tér-
minos de climatologia y disponibilidad de recursos.
Esta hipotesis quedaria respaldada por el hecho de
gue las diferencias estacionales en fertilidad y fecun-
didad fueron mayores en la poblacién de ratones ex-
puestos a condiciones de laboratorio durante 4 afios
gue en la poblacion de ratones sometidos a domesti-
cacioén durante 14 afios.

En cambio, otros autores no encontraron ninguna
variacion estacional en latasa de embarazo en ratonas
de laboratorio (10). Estos autores solo hallaron dife-
rencias en la media de los pesos de los fetos y placen-
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tas con un méximo en otofio y un minimo en verano.
Este efecto, segun ellos, podria ser inducido por fac-
tores nutricionales, de manera que los alimentos pro-
porcionados a los roedores, producidos localmente,
podrian haber variado su calidad segun las estaciones
del afio.

Drickamer (9) también encontré entre la descen-
dencia un menor porcentaje de machos durante los 4
meses de invierno que en el resto del afio tanto en los
ratones sometidos a condiciones de laboratorio duran-
te 14 afios como en aquellos expuestos durante 4
anos.

Los factores que influyen en la variacion de la
proporcion entre sexos han sido estudiados en varias
ocasiones tanto en humanos (11) como en algunos
otros mamiferos (12). Las variaciones estacionales
encontradas en humanos (mayor porcentaje de varo-
nes en primaveray verano) no parecen ser significati-
vas, mientras que en especies como las focas grises,
focas Weddell y ovejas (12), €l ratén doméstico (8) 6
el hamster (13) las diferencias estacionales son signi-
ficativas (14). La mayoria de estudios observan un
mayor porcentaje de machos durante las estaciones
con mejores condiciones climéticas y mayor disponi-
bilidad de recursos (15-17).

El presente estudio tiene por objetivo averiguar si
la eficacia reproductiva y proporcién de machos en
camadas procedentes de ratones hibridos (hembra
C57BL/6JIco x macho CBAJlco) alojados en un esta-
bulario bajo condiciones constantes de temperatura y
fotoperiodo varia con el mesy las estaciones del afio.
La eficacia reproductiva se midio utilizando dos ca-
racteres métricos: intervalos de tiempo entre partos y
el tamafio de cada camada (18).

MATERIAL Y METODOS

El periodo de estudio se extiende desde abril de
1998 a diciembre de 2000. Durante este tiempo se re-
alizd un seguimiento de los partos de ratones hibridos
(hembra C57BL/6JIco x macho CBAJlco) alimenta-
dos con una dieta de laboratorio convencional y apor-
te de agua ad libitum. Los ratones de la generacion
parental (112 hembrasy 56 machos) se alojaron en
cajas de pléastico de 26,5 x 20,5 x 13.5 cm (2 hembras
y 1 macho por caja) en un régimen de 14:10 h
(luz:oscuridad) y temperatura (20°C) constantes des-
de la semana 10 hasta la semana 52-70 de edad, mo-
mento en el cua se sacrificaron mediante dislocacion
cervical. Durante este tiempo se registré el niUmero de
parto, tamafio de camada de cada uno de los partos,
tiempo de espera o intervalo entre partos, proporcion

de machos en cada una de las camadas y mes y esta-
cion del afo en cada parto.

Todos los animales experimental es utilizados en
este estudio fueron manejados de acuerdo con las
normas del National Research Council (NRC) publi-
cadas en la “Guia para el Cuidado y Manejo de los
Animales de Laboratorio” (1996).

Analisis estadistico

Para el andlisis estadistico de los datos se utilizo
la prueba del andlisis de la covarianza (ANCOVA)
introduciendo la variable “madre” como variable ale-
atoria. La prueba de Levene se utiliz6 para compro-
bar la igualdad de varianzas entre grupos. La prueba
de una muestra de Kolmogorov-Smirnov sirvié para
comprobar que las variables seguian una distribucién
normal. Si una variable no se gjustaba a una distribu-
cién normal, se aplicaba la transformacion logaritmi-
ca (tiempo de espera entre partos), raiz cuadrada (si
los datos eran nimeros de animales) o logistica (si
los datos eran porcentajes). Se utilizaron modelos de
regresion lineal para detectar relaciones lineales en-
tre variables. Los valores que se presentan en las ta-
blas son medias + errores estandares. La significati-
vidad fue definida como (p < 0,05). El andlisis
estadistico fue llevado a cabo utilizando el Paquete
Estadistico para las Ciencias Sociales (SPSS Inc.,
Chicago, IL).

RESULTADOS

En la Tabla 1, se muestra la variacién del tamafio
de la camada, porcentgje de machos y tiempo de es-
pera entre partos segin los 12 meses del afio. El ta-
mafio de la camada oscil6 entre un minimo de 5,4
10,4 miembros en el mes de abril frente a un maximo
de 7,3 £0,5 miembros en el mes de julio). El porcen-
taje de machos fue minimo en el mes de febrero
(40,3£4,2%) y maximo en el mes de enero (53.6
+3.5%). Por otra parte, €l intervalo o tiempo de espe-
ra entre partos oscil6 entre un minimo de 4,4+0,3 se-
manas en el mes de agosto y un maximo de 5,7+0,5
semanas en el mes de septiembre. Las pruebas de
ANCOVA aplicadas no detectaron diferencias signifi-
cativas entre los distintos meses del afio en ninguna
de estas 3 variables analizadas. No obstante, el orden
de parto (P < 0,0005) y la edad de la madre (covaria-
ble; P <0,0005) afectaron significativamente el inter-
valo de espera entre partos. La edad de la madre tam-
bién afecto significativamente (P < 0,0005) al tamafio
de camada.
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Tablal
Variacion del tamafio de la camada, porcentaje de machosy tiempo de espera entre partos seguin 1os 12 meses del afio

Mes del parto

Eneo  Febrero Marzo Abril Mayo  Junio  Julio Agosto Sept. Octubre Nov. Dic.
N° de partos 36 30 27 40 46 38 50 53 4 65 4
Tamaiio de 6.9t05° 6505 61+04  54+04  56+04 6.6:04 73+05 7.0:04 66£04 7.1+05 68:03  65:04
camada (250 (194) (166) (214) (258) (219) (353) (349 (313 (440) (287)
% Machos 53635 40.3t4.2 479+37 524+43 50.9+38 441+34 453+33 475+33 464429 463+37  481+26 44.2+33
Intervalo entre
partos (semanes) 49+ 03 49+03 48+04 55+05 51403 5404 54+05 44+03 57+05 51404 53+03 49+04
‘Media+ error estandar.
*N° total de ratones.

La Tabla 2 muestra la influencia estacional sobre
el tamafio de la camada, porcentaje de machos y
tiempo de espera entre partos. El andlisis de los datos
no mostro diferencias significativas entre las 4 esta-
ciones del afo en ninguna de las 3 variables analiza-
das. Sin embargo, a igual que ocurri6 con el andlisis
del efecto de los meses del afio, el orden de parto
(P< 0,0005) y la edad de la madre (covariable;
P < 0,0005) afectaron significativamente el intervalo
de espera entre partos, mientras que la edad de la ma-
dre afecto significativamente (P < 0,0005) solo al ta-
mafno de camada.

Con objeto de analizar mas detalladamente el
efecto de la edad materna sobre el intervalo de espera
entre partos y tamafio de camada, se agruparon los
datos en intervalos de edad desde la semana 10 a la

Tabla 2
Variacion del tamafio de la camada, porcentaje de machosy
tiempo de espera entre partos segun las 4 estaciones del afio

Estacion del afio
Dic.-Feb. Mar.-May. Jun.-Agost. Sep.-Nov.

N° de partos 110 113 130 162

Tamaiio decamada 6.6+0.3 56:02  7.0:03  6.8:0.2
(731 (638) (912) (1102)

% Machos 46,2421 50.7+2.3 458+2.0 47.1+1.7
Intervalo entre partos
(semanas) 49+0.2 51+0.2 4.9+0.2 5.3+0.2

*Media * error estandar.
®NO total de ratones.

semana 70. En la Tabla 3, se puede apreciar que €l ta-
mafio de camada disminuyé a medida que se incre-
ment0 la edad de la madre (coeficiente de regresion =
-0.201 +0,022; p <0,0005), mientras que el tiempo de
espera entre partos aumento con la edad materna (co-
eficiente de regresion = 0,0348 +0,010; p <0,0005).
Tal como mostr6 la prueba de ANCOVA previamente
realizada, 1a edad de la madre no influy6 sobre el por-
centaje de machos.

En latabla 4, se muestran los datos desglosados
segun el orden de parto. Como puede observarse, €l
tamafio de camada disminuy6 a medida que aumenté
€l orden del parto. Tal como mostré la prueba de AN-
COVA previamente realizada, el orden de parto no
afect6 al porcentaje de machos ni a tiempo de espera
entre partos.

Tabla 3
Variacion del tamafio de la camada, porcentaje de machos y tiempo de
espera entre partos segiin la edad de la madre

Edad de laratona

10-20 21-30 3140 4150 51-60 61-70

Nodepartos 151 151 127 62 23 1
Tamafio de
camada 7.8+0.2¢ 6.8£0.2 59+0.2 53+0.3 3.4+0.4 6.0+0.4
(1182 (1034) (7500 (3290 (790  (8)
% Machos  47.9+1.7 46.7+1.8 50.8+2.142.8+3.1 41.0+5.8 50.0
Intervalo entre partos

(semanas)  4.2#0.2 5.2+02 54+03 57+04 51+05 —

*Media * error estandar.
N total de ratones.
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Tabla 4
Variacion del tamafio de la camada, porcentaje de machos y tiempo de espera entre partos seguin el orden de parto

Orden de parto
Orden de parto
1 2 3 5 6 7 8 9 >10
N° de partos 81 100 98 54 36 27 19 13 10
Tamafio de 6.9+0.3*  7.7£0.3° 6.5+0.3r 6.6£0.3 6.4+03 6.0£t04 58+03 50+0.7 48:0.7 3.4+0.6
camada (562)b (765) (634) (508) (345) (219) (157) (95) (63) (34)
% Machos 50.4+2.7 47.9+21  44.0+22 49.1+23 51.6+32 433+39 43.0+4.6 49.0+6.1 39.9+48 46.2+11.2
Interval oentre partos
(semanas) — 4.6+0.2 53+02 6.0+04 48+03 48+03 55+04 48+05 47+06 53+0.7

*Media + error estandar.
®N° total de ratones.

Vaor significativamente diferente a parto 10 (p < 0.045).
Valor significativamente diferente al parto 10 (p < 0.034).

Valor significativamente diferente a parto 7 (p < 0.013), 8 (p < 0.042) y 10 (p < 0.006).
Valor significativamente diferente a parto 5 (p < 0.031), 6 (p < 0.027), 7 (p < 0.003), 8 (p < 0.017), 9 (p < 0.046) y 10 (p < 0.003).

DISCUSION

El presente estudio muestra que no existen dife-
rencias significativas entre los distintos meses y esta-
ciones del afo en el tamafo de camada, porcentaje de
machos en la descendencia y tiempo de espera entre
partos de ratonas de laboratorio expuestas a condicio-
nes constantes de fotoperiodo y temperatura. Las Uni-
cas variables que influyeron negativamente sobre €l
intervalo de espera entre partos fueron la edad mater-
nay €l orden de parto. La edad de la madre también
influyé negativamente sobre el tamafio de camada.

Estos resultados estdn en consonancia con €l estu-
dio realizado por Wiebold y Becker (10) con ratonas
de laboratorio, en el cual no se encontraron variacio-
nes estacional es en la tasa de embarazo. Sin embargo,
contrasta con el estudio de Drickamer (9) quien ob-
servO que los tamafios de las camadas fueron signifi-
cativamente menores durante |os 4 meses de invierno
gue durante la primavera, verano y otofio. Tal como
hemos mencionado en la Introduccién, Drickamer (9)
sugirio la existencia de un ritmo circanual interno es-
tablecido por un proceso de seleccion natural. De he-
cho, Drickamer (9) encontré que las diferencias esta-
cionales en fertilidad y fecundidad fueron mayores en
la poblacién de ratones expuestos a condiciones de
laboratorio durante 4 afios que en la poblacién de ra-
tones sometidos a domesticacion durante 14 afnos.

Siguiendo este razonamiento, NOsotros propone-
mos que la ausencia de efecto estacional encontrada

en nuestro estudio podria deberse a la existencia de
un proceso de seleccidn natural inversa acaecida du-
rante los mas de 80 afios que las cepas C57BL/6JIco
y CBAJlco han sido mantenidas bajo condiciones de
laboratorio [la cepa C57BL/6JIco fue fundada en
1921, después del cruce de la hembra n® 57 con el
macho n° 52 procedentes de un centro de cria comer-
cial en USA (Miss Abby Lathrop). Fue introducida en
los Laboratorios Jackson en 1948 en la generacion
F22 y de ali aIFFA CREDO en 1981 en |la genera-
cion F140). Por otra parte, la cepa CBA/Jlco fue fun-
dada en 1920 a partir de un cruce entre una hembra
albina Bagg y un macho DBA. Fue introducida en €l
Laboratorio Jackson en 1948 en la generaciéon F67 y
de alli alFFA CREDO en 1982 en la generacién
F186]. En otras palabras, €l hecho de que nuestras ce-
pas de ratones han sido expuestas a condiciones cons-
tantes de fotoperiodo y temperatura, asi como comida
y agua ad libitum, durante un gran nimero de genera-
ciones podria neutralizar cualquier ritmo biologico
interno establecido por seleccién natural en los rato-
nes antecesores expuestos a sefiales externas medio-
ambientales.

El impacto del nimero de parto sobre el tamafio
de la camada ha sido estudiado en muchas especies.
Se considera que las condiciones maternas son un
factor limitante al respecto, alcanzando un tamafio
maximo de camada en edades reproductivas interme-
dias (19). El presente estudio muestra una disminu-
cion clara en el tamafio de la camada a medida que
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aumenta significativamente el nimero de partos, en
particular, a partir del parto quinto. Estos resultados
son semejantes a los obtenidos por Huck y col. (17),
en el hamster Mesocricetus auratus, en cuyo caso €l
tamafio de la camada aumenté del primer al tercer
parto y empezé a disminuir significativamente a par-
tir del parto quinto.

En cuanto a la edad materna, nuestros resultados
muestran una disminucion en el tamafio de las cama-
das a medida que aumenta |la edad de la madre. Estos
datos estan de acuerdo con estudios previos en otras
especies de roedores (13, 17, 20). Dicha disminucién
en el tamario de camada al aumentar la edad materna
y €l nimero de partos podria deberse tanto a una falta
de viabilidad de los ovocitos como a la presencia de
un ambiente uterino desfavorable provocados por el
deterioro fisioldgico sufrido por la madre con €l paso
de los afios y/o de los sucesivos partos.

Existen numerosos estudios sobre la variacion de
larelacion entre sexos en la descendencia de diferen-
tes especies de roedores sometidos a condiciones
constantes de fotoperiodo y temperatura (12, 16, 21,
22). Todos €ellos sugieren como posibles factores cau-
santes de tales variaciones a la edad materna, el nd-
mero de partos 6 el estrés sufrido por la madre bajo
condiciones nutricionales 6 ambientales desfavora-
bles. En nuestro caso, no hemos observado diferen-
cias significativas en el porcentaje de machos segun
€l mes o la estacion del afio, la edad maternay el or-
den de parto. Estos resultados concuerdan con €l tra
bajo de Lerchl (19) realizado en el hamster Phodopus
sungorus, en €l cual no se observé ninglin sesgo en la
proporcion de sexos en relacion con el nimero de ca-
mada. Por el contrario, contrastan con el sesgo a fa
vor de las hembras observado por Huck (17) al au-
mentar el orden de parto en el hdmster Mesocricetus
auratus.

Por otra parte, nuestros datos muestran que la es-
tacion del afio no afecta tampoco al porcentaje de ma-
chos de las camadas. Estos resultados contradicen 1o
observado por Drickamer (9), quien hallé un mayor
porcentaje de hembras durante los meses de invierno.
Segun este autor, bajo condiciones estresantes (in-
vierno), las ratonas producirian mayor cantidad de in-
dividuos del sexo que presenta menor varianza en €l
éxito reproductivo (sexo femenino), mientras que ba-
jo condiciones medio-ambientales favorables, el por-
centgje de sexos se desplazaria hacia el sexo con ma-
yor varianza en el éxito reproductivo (sexo
masculino). Ademas Krackow (23) propuso que la
mayor proporcién de hembras nacidas durante los
meses de invierno seria debido a un aumento de la
mortalidad fetal de los machos. En nuestro caso, dado

gue las condiciones ambientales no variaron durante
los distintos meses del afio, no habria motivo para es-
perar una mayor mortalidad fetal en ninguna estacién
del afio.

En resumen, nuestros datos muestran la ausencia
de efecto del mes o estacion del afio sobre el tamafio
de camada, porcentaje de machos en la descendencia
y tiempo de espera entre partos de ratonas de labora-
torio expuestas a condiciones constantes de fotoperio-
do y temperatura. Estos resultados apoyan la idea de
la no-existencia de un reloj biol6gico enddgeno re-
productivo en poblaciones de ratones expuestos a
condiciones constantes de fotoperiodo y temperatura.
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