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RESUMEN

Este trabajo se concentra en preguntas relacionadas con la evolucion del periodo
juvenil extendido en primates no humanos, el rol de esta etapa en el desarrollo y en las
estrategias implementadas por individuos juveniles de ambos sexos. Este estudio explora
factores comportamentales y fisiologicos en diferentes sexos durante el periodo juvenil en
individuos de Alouatta caraya para entender su papel en las estrategias implementadas por
los adultos, y de esta manera comprender la importancia del periodo juvenil extendido en
primates. En particular se analizo el desarrollo del comportamiento y su relacion con la
expresion de hormonas sexuales (progesterona, estradiol, testosterona) y metabolismo del
estrés (cortisol) en hembras y machos juveniles de A. caraya silvestres. Las hormonas
sexuales en adultos ademas de cumplir una funcion en el desarrollo de caracteres secundarios
en ambos sexos y regular los ciclos ovulatorios en hembras, estan relacionadas con la
regulacion del comportamiento. Para explorar la influencia de las hormonas sexuales en el
comportamiento durante el periodo juvenil, en este trabajo se analiz6 la relacion entre
hormonas sexuales (metabolitos de progesterona (PdG) y estrogenos (E1G) en hembras y
testosterona en machos) con distintos comportamientos. El crecimiento corporal que se da
en el periodo juvenil estd relacionado con el metabolismo del estrés, ya que los
glucocorticoides, y en especial el cortisol, juegan un rol critico en la estimulacion de la
gluconeogénesis y movilizacion de aminodcidos y acidos grasos. Por esto, los anélisis de los
perfiles de cortisol pueden aportar informacion sobre los desafios que los individuos afrontan
en esta etapa. Alouatta caraya resulta ser un buen modelo para estudiar las diferencias
sexuales durante el desarrollo, ya que sus trayectorias de crecimiento son marcadamente
diferentes, los adultos presentan dimorfismo y dicromatismo sexual, ademas de diferentes
patrones comportamentales y estrategias de apareamiento.

De agosto 2014 hasta septiembre 2015 se registraron datos comportamentales en cuatro
grupos vecinos de Alouatta caraya con la ayuda de tres asistentes de campo (222 dias de
trabajo de campo), en fragmentos de bosques en galeria pertenecientes a la localidad de San
Cayetano (27° 30’ S-58° 41° O), Corrientes. Se completaron 1800 horas de observacion
utilizando técnicas de animal-foco. Asimismo, se colectaron 1100 muestras de orina de 7
machos y 6 hembras juveniles para su posterior analisis hormonal. Las muestras de orina
fueron a través de métodos de ensayo inmuno-enzimatico (EIA) para la obtencion de los
perfiles hormonales individuales de metabolitos de progesterona (PdG) y metabolitos de

estrogeno (E1G) en hembras, testosterona en machos y cortisol en ambos sexos.
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Entre los resultados se observaron diferencias sexuales en algunos comportamientos
sociales, siendo mas frecuentes las interacciones con crias y los acicalamientos de pares en
hembras y los aullidos, el juego social y los comportamientos sexuales en machos. En cuanto
a la edad, se observé un aumento en los aullidos en los machos a medida que crecen y una
disminucion en el juego social con la edad en ambos sexos. En el analisis hormonal se
observaron aumentos en las concentraciones de hormonas sexuales (PdG y E1G n hembras
y testosterona en machos) a los 2.5 afos. Con respecto al metabolismo del estrés, los
resultados demostraron un aumento moderado con la edad.

Los resultados sugieren que en 4. caraya algunos comportamientos tipicos de cada
sexo se comienzan a desarrollar en el periodo juvenil como posible forma de entrenamiento
para la vida adulta. La falta de relacion entre hormonas sexuales y comportamiento sugiere
que la funcién de estas hormonas en el periodo juvenil no es el la misma que durante la
adultez. Probablemente en el periodo juvenil estas hormonas actian principalmente
modelando y regulando el desarrollo de estructuras en el sistema nervioso central que
desencadenara en el futuro los comportamientos tipicos de adultos.

Este estudio es el primero que integra informacion sobre la expresion hormonal y el
comportamiento durante el periodo juvenil en A. caraya por lo tanto, aportara datos
originales para la especie y permitird la comparacion con otras especies del género, asi como
también con otras especies de primates. Los resultados de este proyecto proporcionaran
herramientas para realizar andlisis comparativos y enriquecer la discusion respecto de las

hipotesis que intentan explicar el periodo juvenil extendido en el Orden Primates.
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ABSTRACT

This thesis focuses on questions about the evolution of the juvenile period in non-
human primates, the role of this period in the individual’s behavioral and physiological
development and strategies adopted by the juveniles of both sexes. We aim at exploring
physiological and behavioral aspects in different sexes during the juvenile period in Alouatta
caraya individuals and so at understanding its role in strategies implemented by the adults.
Particularly, we analyzed the development of behavior and its interaction with the expression
of sexual hormones and stress metabolism in A. caraya of both sexes during the juvenile
period. During adulthood, in addition to their impact on secondary sexual characteristics and
the regulation of the ovulatory cycle in females, sexual hormones (progesterone, estrogens,
testosterone), regulate different behaviors. In order to estimate the influence of these
hormones on juveniles’ behaviors, we explored the relationship between the expression of
sexual hormones (progesterone (PdG) and estrogen (E1G) metabolites in females and
testosterone in males) and different behaviors. Considering that glucocorticoids, especially
cortisol, play a critical role in the stimulation of gluconeogenesis and in the mobilization of
amino and fatty acids from body stores, the metabolic demands of body growth represent an
energetic stress. Thus, an analysis of cortisol profiles during this period may offer insights
about the challenges that juveniles are confronted with. 4. caraya turns out to be a good
model for studying sex differences during development, because their growth trajectories
are markedly different, adults present sexual dimorphism and sexual dichromatism, and there
are also differences in behavioral patterns and mating strategies.

We recorded behavioral data from four neighboring groups of 4. caraya from August
2014 to September 2015, with the help of three field assistants (222 days of field work) in
gallery forest fragments next to San Cayetano (27 © 30 'S-58 © 41' W), Corrientes. We
completed 1800 hours using focal-animal sample technique. Also, we collected 1100 urine
samples from six female juveniles and seven male juveniles from the studied groups for
hormone analysis. The collected samples were analyzed at the Reproductive Ecology
Laboratory of the Department of Anthropology at the University of Yale through enzyme
immunoassay (EIA) methods to obtain individual hormonal profiles of progesterone (PdG)
and estrogen metabolites (E1C) in females, testosterone in males, and cortisol in both sexes.

In our results, we observed sex differences in some social behaviors. On the one hand,
females are more likely to interact with infants and to participate in pair grooming than
males, on the other hand, males are more likely to participate in howling (long distance

vocalization), social play and sexual behaviors than females. With respect to age, we noticed
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an increase of howling with age in juvenile males and a decline in the participation in social
play with age in both sexes. The expression of sexual hormones increases since the age of
2.5 years old in both sexes. With respect to the stress metabolism, we found that cortisol
expression increases steadily with age.

Our results suggest that in 4. caraya some sex typical behaviors start developing
during the juvenile period as a social skills training for adulthood (for instance, the
interaction with infants is related to maternal care behavior and the participation in howling
in males is related to group defense). The lack of correlation between sexual hormones and
behavior suggest that the function of these hormones during the juvenile period is different
than in adulthood: During the juvenile period, these hormones probably have an
organizational effect, their main function is related to the development of brain structures.

This study is the first that integrates the information about hormonal expression and
behavior during the juvenile period in 4. caraya. Therefore, this thesis provides original data
for the species and allows comparison with other species of the genus, as well as with other
species of primates. The results of this project will provide tools for enriching discussions
and comparative analyses with respect to the hypotheses that try to explain the extended

juvenile period in the Order Primates.
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CAPITULO I

El periodo juvenil en primates

Introduccion general

Este trabajo se concentra en preguntas sobre la evolucion del periodo juvenil en
primates no-humanos. A lo largo de esta tesis se aborda el desarrollo comportamental y
fisiologico de los individuos durante esta etapa y su impacto sobre las estrategias
implementadas por juveniles de ambos sexos.

En mamiferos, el periodo juvenil comprende desde el final de la infancia (etapa
dependiente de la lactancia materna) hasta el comienzo de la etapa adulta reproductiva (Pagel
& Harvey, 2003). Los primates se caracterizan por un periodo juvenil extendido (Leigh &
Blomquist, 2007) dado por un retraso en la madurez reproductiva (Pereira & Leigh, 2003;
Ross, 1998; Strier, 2007). Comprender las ventajas adaptativas del periodo juvenil
prolongado como una etapa de su historia de vida es fundamental para entender la evolucion
de los primates, sin embargo, los eventos y procesos que caracterizan esta etapa no son bien
conocidos debido a que este periodo fue escasamente abordado en las investigaciones
referidas a primates silvestres (Pereira & Fairbancks, 2003).

Tradicionalmente se ha considerado que los desafios méas importantes en la historia
de vida de un organismo se relacionan con la reproduccion y el cuidado de las crias, pero en
muchos animales las tasas de mortalidad de los individuos inmaduros son mayores que las
de los adultos (Garratt et al., 2015; Lynsdale, Mumby, Hayward, Mar, & Lummaa, 2017,
Rodel et al., 2015; Ross & Jones, 1999). Sobrevivir las primeras etapas de la vida (antes de
la madurez sexual) puede ser el mayor reto que enfrentan los primates. Para comprender la
historia de vida en su totalidad se requiere informacion detallada tanto de las etapas pre-
reproductivas como post-reproductivas (Pereira & Fairbancks, 2003).

Reconocer las diferencias sexuales durante el desarrollo de primates aporta claves
importantes para comprender en qué momento y de qué forma se adquieren aptitudes
sociales como ser la busqueda de pareja, la defensa de territorio, los cuidados parentales y
los comportamientos afiliativos dentro del grupo de residencia. Una gran variedad de
estudios ha puesto en evidencia las diferencias entre machos y hembras adultos en el
comportamiento (Cords, Sheehan, & Ekernas, 2010; D1 Fiore & Campbell, 2011; Leigh,

1994), sin embargo, es necesario un enfoque mas detallado del periodo juvenil para



comprender los mecanismos que intervienen en el desarrollo de estas diferencias
(preferencias en la pareja de juego, cercania y acicalamiento, interés en infantes, variaciones
en la dieta).

Para un abordaje integral de los procesos que modelan el periodo juvenil es necesario
tener en cuenta el rol del sistema enddécrino durante el desarrollo. La endocrinologia del
comportamiento ha permitido comprender algunos mecanismos en el comportamiento
animal (comportamiento sexual, jerarquias, cuidados parentales y comportamientos
afiliativos como el acicalamiento) (Anestis, 2010). Sin embargo, la intervencion del sistema
endocrino (hormonas sexuales) durante las etapas inmaduras del desarrollo ha sido
escasamente abordado (Gesquiere et al., 2005). Ademas, los estudios de hormonas adrenales
(cortisol, corticosterona) son una poderosa herramienta para estimar de una manera indirecta
el estado de estrés energético y social de los individuos (Beehner & Bergman, 2017). Un
analisis longitudinal de los niveles de cortisol puede aportar importantes datos para describir
las variaciones en los niveles de estrés a lo largo del desarrollo en ambos sexos (Fourie &
Bernstein, 2011) lo cual brinda informacién acerca de los desafios de este periodo en la
historia de vida de los primates (Byrne & Suomi, 2002; Gémez-Espinosa, Rangel-Negrin,
Chavira, Canales-Espinosa, & Dias, 2014).

El mono aullador negro y dorado (Alouatta caraya) es una especie de primate
neotropical que extiende su distribucion a Paraguay, sur de Brasil, este de Bolivia y Norte
de Argentina hasta la provincia de Santa Fe (D1 Fiore & Campbell, 2011). En la adultez, esta
especie se caracteriza por poseer dimorfismo y dicromatismo sexual (siendo los machos
negros y las hembras doradas) (Crockett, 1987; Rumiz, 1990) y también presenta diferencias
sexuales en los patrones comportamentales y estrategias de apareamiento (Bicca-Marques &
Calegaro-Marques, 1998; Kowalewski & Garber, 2010; Prates, 2008). Estas caracteristicas
la hacen un buen modelo para explorar si estas diferencias se desarrollan durante el periodo
juvenil.

El estudio planteado en este trabajo permite ampliar los conocimientos sobre los
procesos fisiologicos y comportamentales durante el periodo juvenil, por ejemplo, los
cambios en la expresion de las hormonas sexuales y su influencia en la expresion de
comportamientos a lo largo de esta etapa, y los aspectos influyen en el metabolismo del
estrés, para asi aportar herramientas en la discusion de la evolucion del periodo juvenil
extendido en primates. Ademas, para llevar a cabo planes de manejo y conservacion de
Alouatta caraya es sumamente importante reconocer cuales son los desafios en esta etapa

tan vulnerable. Dado que se aborda el periodo juvenil desde una perspectiva comportamental
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y fisiologica en individuos silvestres, este estudio es el primero en sus caracteristicas en

aulladores de Argentina.

1.1. Historia de Vida

La historia de vida hace referencia a la secuencia de eventos relacionados con el
desarrollo y reproduccion a lo largo de la vida de los individuos (Brommer, 2000; Lande,
1982; Leigh & Blomquist, 2007; Raguet-Schofield, 2010) y se describe a partir de varios
parametros tales como: tiempo de gestacion, tasa de crecimiento, edad de la primera
reproduccion, longevidad, tasas de nacimientos, edad de destete, tasas reproductivas, peso
de las camadas, mortalidad de neonatos, juveniles y adultos y tamafio del cerebro y del
cuerpo en adultos y neonatos (Leigh & Blomquist, 2007; Promislow & Harvey, 1990;
Western, 1979). A diferencia de otros mamiferos, en primates el crecimiento es mas lento,
es decir. la edad de la primera reproduccion y la longevidad es significativamente mayor que
en otros mamiferos de peso corporal equivalente (Posner, Rothbart, Sheese, & Voelker,
2014; Western, 1979).

Williams (1966), a partir de sus estudios en aves, propone que la tasa de desarrollo
no es uniforme a lo largo de la historia de vida de los animales. De ser asi, la seleccion
natural actuaria de forma diferente en cada etapa y propone que los periodos de alto riesgo
trascurren con mas rapidez (Williams, 1966). En primates, esta asociacion es mas compleja.
Leigh y Blomquist (2007) proponen una perspectiva modular al desarrollo de los sistemas
de 6rganos (modulos) a lo largo de la historia de vida. Los autores consideran que las tasas
de crecimiento y la relacion entre los diferentes modulos varia en las distintas etapas del
desarrollo. Los cambios que se dan en el desarrollo de los distintos mddulos estarian dados
por la variacion en la distribucion de la energia durante el crecimiento, lo que depende del
riesgo metabolico asociado al gasto energético invertido en cada médulo (por ejemplo, el
desarrollo de estructuras metabolicamente costosas como el sistema nervioso central (SNC)
se da preferentemente en periodos poco riesgosos para el animal). Bajo esta perspectiva es
importante considerar todas las etapas del desarrollo y los distintos desafios que enfrentan
para comprender los aspectos que modelan la historia de vida en primates (Blomquist, 2009;

Leigh & Blomquist, 2007).

1.2. El periodo Juvenil
El periodo juvenil en los mamiferos comienza cuando un individuo puede sobrevivir

sin el cuidado de su madre (dado principalmente por el fin de la lactancia materna) y termina
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cuando éste madura sexualmente (Janson & van Schaik, 2003; Pereira, 2003). Los primates
juveniles se caracterizan por desplazarse y alimentarse en forma independiente y a su vez,
dependiendo de la especie, mantener conexiones sociales con sus padres, hermanos y otros
individuos del grupo (Janson & van Schaik, 2003). A nivel fisioldgico, el comienzo del
periodo juvenil en primates esta determinado por el final del desarrollo cerebral y el cambio
de denticion equipandolos para independizarse de los cuidados parentales y se caracteriza
por un aumento relativo de tejido adiposo para incrementar las reservas que seran utilizadas

posteriormente en la transicion a la adultez (Hochberg, 2008).

JEs un periodo riesgoso?

A la fase juvenil se la reconoce como “un limbo fenotipico” porque los juveniles son
demasiado grandes para ser tratados como infantes y demasiado pequefios para comportarse
como adultos (Pagel & Harvey, 2003). Los juveniles son altamente vulnerables debido al
pequefio tamafio y la falta de experiencia los posiciona en desventaja ecologica en
comparacion con los adultos (Janson & van Schaik, 2003; Strier, 2007).

En esta etapa, los individuos aun se encuentran en pleno desarrollo somatico, por lo
cual el sistema digestivo no posee la misma eficiencia que en la adultez, dado que el
estomago y el intestino tienen un tamafio considerablemente menor que los adultos (Chivers
& Hladik, 1980) y poseen una menor capacidad de retencion del alimento (Sawada,
Sakaguchi, Clauss, & Hanya, 2012). Ademads, cuando los primates alcanzan esta etapa aun
no han desarrollado completamente las estructuras masticatorias (Ravosa, Ross, Williams,
& Costley, 2010; Thompson, Biknevicius, & German, 2003) ni la microbiota intestinal
(Bezirtzoglou, 1997; Langer, 2008) de los adultos. Ademds, en muchos casos tampoco
cuentan con las habilidades de forrajeo de los adultos (Agostini & Visalberghi, 2005; Price
& Feistner, 1993; Ruiz-Miranda et al., 1999). Como lo demuestra el analisis detallado de
Altmann (1998) en la dieta de 11 individuos juveniles de entre 30 — 70 semanas de vida de
babuino amarillo (Papio cynocephalus) a lo largo de un afio (y con 20 afio de datos
posteriores) el acceso a los recursos alimenticios es uno de los desafios més importantes que
enfrentan los primates en el periodo juvenil. En este trabajo se demostrd que el apartarse de
una dieta optima resulta en una obtencion deficiente de proteinas, nutrientes y energia lo
cual puede resultar mortal o tener consecuencias negativas en el “fitness” cuando son adultos
(Altmann, 1998).

El sistema inmune también se encuentra en pleno desarrollo por lo cual en este

periodo los individuos son mas susceptibles a enfermedades que en otras etapas (Simon,
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Hollander, & McMichael, 2015). Ademas, el tamafio mas pequeno de los juveniles esta
asociado a un mayor gasto de energia en la termorregulacion debido a que esto implica una
mayor relacion superficie/volumen experimentando asi una mayor pérdida de calor por
unidad de volumen (cuando el clima es frio) que la que experimentan los adultos (Heatwole,
1983; Pereira & Fairbancks, 2003). Los juveniles son particularmente vulnerables a las
enfermedades por frio y deben emplear gran cantidad de energia en la termorregulacion
debido a que estos no tienen la disponibilidad del calor materno como cuando eran infantes
(Baldwin & Baldwin, 1973; Schino & Troisi, 1998). Ademas, los juveniles deben esforzarse
mucho para evitar perderse y ser dejado atras por el resto del grupo social ya que su menor
tamafio les confiere en algunos casos desventajas en el desplazamiento respecto de los

adultos (Pereira & Fairbancks, 2003).

1.3. El periodo juvenil extendido tiene ventajas adaptativas

Si esta etapa conlleva tantos riesgos, /cudles son los beneficios?, ;por qué extender
un periodo de la vida que tiene tantos riesgos y desafios? Algunos animales de gran tamafio
retrasan su maduracion promoviendo mayor longevidad lo que resulta en una carrera
reproductiva extendida. En contraposicion, la maduracion acelerada puede reducir el tamafio
y la longevidad de los adultos, pero también aumentan las chances de superar el periodo
juvenil vulnerable y sobrevivir para reproducirse (Purvis & Harvey, 1995). Sin embargo, en
mamiferos de gran tamafio la tasa de reproduccion suele ser lenta por lo cual su longevidad
no les confiere una ventaja en relacion a la cantidad de descendencia (Promislow & Harvey,
1990). En primates, la maduracion retrasada tiene una doble desventaja, la fertilidad reducida
(por la baja tasa de reproduccion) y la posibilidad de una mayor mortalidad pre-reproductiva,
lo cual plantea el siguiente interrogante: ;Cudles son las ventajas de una maduracion
retardada en primates? (Pereira & Fairbancks, 2003).

Se han propuesto tres hipotesis (no excluyentes) para explicar del periodo juvenil
extendido en los primates; (a) hipdtesis del desarrollo cerebral (Deaner, Barton, & van
Schaik, 2003), (b) hipotesis del tiempo de aprendizaje (Joffe, 1997), e (c) hipotesis del riesgo
juvenil (Janson & van Schaik, 2003).

(a) La hipétesis del desarrollo cerebral propone que la evolucion y desarrollo del
cerebro son los componentes mas importantes que regulan el tiempo que los individuos tardan
en alcanzar la adultez (Western, 1979). Los cerebros grandes y complejos tienen un gran costo
de manutencion (Mink, Blumenschine, & Adams, 1981), por lo cual el crecimiento somatico

debe ser retardado para resguardar un correcto desarrollo neuronal (Deaner et al., 2003; Isler
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& van Schaik, 2009; Ross & Jones, 1999). Un mayor tamafio de cerebro deriva un mayor
aprendizaje y flexibilidad comportamental lo cual reduce las causas de mortalidad extrinsecas
como la disponibilidad de alimento y la depredacion (Deaner et al.,, 2003; Pereira &
Fairbancks, 2003). Por ejemplo, en el meta-analisis realizado por Barrickman et al. (2008), en
el cual compara el tamafio cerebral y corporal en 27 especies de primates con distintos
parametros de historia de vida (tiempo gestacion, tiempo de lactancia, duracion del periodo
juvenil y edad a primera reproduccion) encuentra una correlacion positiva entre la duracion
del periodo juvenil, el tamafio del cerebro de adulto (regresion multiple: r*=0.69; p<0.0001) y
la tasa de desarrollo cerebral (regresion multiple: r>=0.65; p<0.005). Los autores sugieren que
el costo metabolico de desarrollar cerebro mas grande estd dado un lento crecimiento
somatico durante un periodo juvenil extendido (Barrickman, Bastian, Isler, & van Schaik,
2008).

(b) La hipotesis del tiempo de aprendizaje, también reconoce el efecto de un tamafio
cerebral mayor y propone que los animales caracterizados por un mayor desarrollo de la
neocorteza cerebral (region del cerebro relacionada con la resolucion de problemas y memoria
cognitiva) y vida en grupos sociales, tienen desarrollo lento porque necesitan aprender sobre
el ambiente fisico y social complejo. Es decir, retrasan la maduracion sexual hasta haber
alcanzado una madurez comportamental (Joffe, 1997). La seleccion natural favorece el
desarrollo lento en aquellos que usan su tiempo aprendiendo aptitudes sociales (Walker,
Burger, Wagner, & Von Rueden, 2006) como identificar las relaciones de dominancia (de
Waal, 2003; Pereira, 2010), sobre la reconciliacion (Cords & Aureli, 2003; Fagen, 2003), a
formar afiliaciones beneficiosas (Poirier & Smith, 1974) y técnicas complejas de forrajeo
(Walker et al., 2006). Ademas, mediante el juego adquieren habilidades relacionadas con
comportamientos agresivos y sexuales (Baldwin & Baldwin, 1978; Fagen, 2003; Owens,
1975). El meta-analisis de Joffe (1997) con 27 especies de primates, compara tamafio de
distintas estructuras del SNC (neocorteza, cerebelo, medula espinal) y las etapas de historia
de vida (infante, juvenil, adulto): La autora encuentra una correlacion positiva entre el periodo
juvenil y la neocorteza (regresion de minimos cuadrados: 1?=0.38, p<0.05), y entre la infancia
y la medula espinal (regresion de minimos cuadrados: r?=0.35, p<0.05) , sugiriendo que
mientras en infantes se desarrolla la parte del SNC relacionado con la motricidad, en juveniles
se desarrolla la parte vinculada el aprendizaje (Joffe, 1997). Otro ejemplo que apoya esta
hipdtesis se observa en el estudio realizado por Cords et al. (2010) en mono azul
(Cercophitecus mitis sthulmanni) juveniles (N=39) silvestres en el Bosque Kakamega

(Kenia), hallaron que a lo largo del periodo juvenil las hembras juveniles tenian altas tasas de
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interacciones con las crias sugiriendo que esta actividad consiste en un entrenamiento para la
vida adulta. Dado que en esta especie son las hembras las encargadas de los cuidados
parentales, lo que les permitiria ser adultos con mayor éxito reproductivo (Cords et al., 2010).

(c) La hipotesis del riesgo juvenil propone que el periodo juvenil es el mas vulnerable
en cuanto a depredacion e infanticidio por lo cual un desarrollo rapido permite a los individuos
superar este periodo de riesgo. Por otro lado, considera que las ventajas de un crecimiento
lento radican en tener un menor riesgo metabolico ya que el crecimiento es energéticamente
costoso. Mientras los individuos son juveniles, su tamafio menor les permite satisfacer sus
requerimientos nutricionales con menos cantidad de alimento y asi tener un riesgo metabdlico
menor que aquellos de mayor tamafo. En conclusion, el tiempo que tarden en alcanzar la
madurez sexual depende de cudles son los factores que ejercen un mayor efecto en la dindmica
poblacional; la depredacion e infanticidio de los juveniles por un lado (periodo juvenil més
corto) y la disponibilidad de alimento y capacidad de satisfacer los requerimientos
nutricionales por el otro lado (periodo juvenil més largo) (Janson & van Schaik, 2003). Leigh
(1996) apoyo esta hipotesis con sus estudios comparativos sobre el crecimiento en gorilas
(Gorilla gorilla gorilla) y chimpancés (Pan panisucus y P. troglodytes), donde encontré que
las tasas de crecimiento son mayores en gorilas, es decir esta especie alcanza en menos tiempo
el tamafio adulto y atribuye estas diferencias a la menor competencia por el alimento con los
adultos en gorilas por ser una especie herbivora (los chimpancés, en cambio, competirian con
los adultos por el alimento) (Leigh & Shea, 1996). Sin embargo, para las conclusiones de este
trabajo se utilizaron referencias bibliograficas sobre la alimentacion, en las cuales se
interpretaba a la dieta folivora como una alimentacion generalista. Los nuevos enfoques en
relacion a la alimentacion y el forrajeo (estudios de ecologia nutricional) han demostrado una
mayor complejidad en este tipo de alimentacion (Zhao et al., 2013), por lo cual deberian
realizarse comparaciones entre especies con la nueva informacion disponible asociada a la
selectividad en la dieta para corroborar si el tipo de alimentacion y la competencia por

alimento entre adultos y juveniles tiene alguna relacion con la duracion del periodo juvenil.

1.4. Un periodo de cambios

El periodo juvenil constituye una etapa de gran importancia caracterizada como una
transicion en la cual el individuo tiene que independizarse de los cuidados parentales, debe
alimentarse y transportarse por si mismo (Pereira & Fairbancks, 2003). En consecuencia, las
actividades diarias de los primates juveniles comienzan a mostrar variaciones. Algunos

aspectos en los que pueden visualizarse estos cambios son los siguientes:
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Alimentacion:

La dieta tiene un rol principal en la adaptacion y en la evolucion, por lo que resulta
importante realizar un abordaje ontogenético de la misma (Leigh, 1994). En el periodo juvenil
aumenta la proporcion de tiempo en alimentacion independiente. Altmann (1998) en su
estudio longitudinal (con 20 afios de seguimiento) analizé en forma detallada la variacion en
la dieta de babuino amarillo (Papio cynocephalus) alo largo de la infancia y periodo juvenil
notando que al crecer, los individuos pueden aumentar el tiempo de consumo de algunos
alimentos (porque son mas grandes y requieren mas cantidad de alimento para cumplir con
sus requerimientos nutricionales) o disminuir el tiempo de forrajeo de alimentos por ser mas
eficientes en la toma de ellos (Altmann, 1998). Agostini & Visalberghi (2005) analizaron la
dieta de 15 juveniles (8 machos y 7 hembras) de mono capuchino negro (Sapajus nigritus)
(durante un afio en el Parque Nacional Iguazi, Misiones, Argentina), y sugieren que estos
primates tienen patrones en el consumo de invertebrados similar a los adultos, pero menos
eficientes (tiempo alimentacion efectiva/tiempo busqueda de alimento) en las primeras etapas.
Ademas, hallaron que las hembras juveniles presentan similitudes de forrajeo con las hembras
adultas y que los machos juveniles presentan patrones de forrajeo similares a los machos
adultos (por ejemplo; el forrajeo de presas es mayor en machos (63%) que en hembras (54%),
y en contraposicion el forrajeo de frutas es mayor en hembras (31%) que en machos (21%))

(Agostini & Visalberghi, 2005) .

Juego:

El comportamiento de juego es un factor de gran importancia ya que es esencial para
el desarrollo motor y social de los individuos (Baldwin & Baldwin, 1978; Bekoff, 1988;
Coelho & Bramblett, 1982; Govindarajulu, Hunte, Vermeer, & Horrocks, 1993; Strier,
Ziegler, & Wittwer, 1999; Zucker & Clarke, 1992) A través del comportamiento de juego se
pueden identificar variaciones segun la edad, ya que a medida que crecen cambia el tipo y la
frecuencia de juego (Cheney, 1978; Maestripieri & Ross, 2004). En un principio se desarrollan
juegos individuales y exploratorios y a medida que crecen comienzan a predominar los juegos
sociales (Baldwin & Baldwin, 1978). Por ejemplo, en los estudios realizados por Maestripieri
y Ross (2004) donde analizaron el desarrollo de juego de gorilas (G. gorilla) en cautiverio,
encontraron que los 3 distintos tipos de juego (solitario locomotor, solitario con objetos y
social) varian a lo largo del desarrollo. En primer lugar, la frecuencia de los tres tipos de juego
aumenta durante los primeros 2 anos de vida, siendo predominantes en medidas similares los

juegos solitarios con objetos y social, luego del segundo afio el juego individual con objetos
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decrece, pero no el juego social por lo cual a partir de los 31-36 meses el juego social es
predominante sobre el juego individual, finalmente el juego social comienza a disminuir entre
los 31-36 meses de edad. Ademas, Li et al. (2011), estudiaron las caracteristicas del juego
durante el primer afio de vida de 4 machos y 3 hembras de langur dorado (Rhinopithecus
roxellana) silvestres en la reserva natural Zhouzhi (China) en el cual demostraron como el
tipo de juego va variando a lo largo del desarrollo, por un lado, en el primer trimestre
predomina el juego individual y en el segundo y tercer trimestre predomina el juego social.
Respecto al desarrollo del juego social encuentran que los primeros juegos surgen a los tres
meses y son muy simples (se tocan con las manos). Un juego un poco mas complejo de
aproximacion y retirada surge luego del cuarto mes. Los juegos mas agresivos inician en el
quinto mes y finalmente para el sexto mes los infantes ya cuentan con el repertorio completo

de juegos sociales (Li et al., 2011).

Vecino mas cercano:

En la mayoria de los primates, dentro de los grupos sociales a lo largo de todas las
edades podemos encontrar afinidades individuales y formaciones de subgrupos uni o
bisexuales particulares con diversas funciones (Bezanson, Garber, Murphy, & Premo, 2008).
Cuando estan en la edad de lactancia, los infantes pasan mas tiempo en cercania a la madre,
pero a medida que crecen, y en particular durante el periodo juvenil los individuos con los que
se relacionan cambian. En un estudio realizado en 33 juveniles de macaco cangrejero (Macaca
fascicularis) en el Parque Nacional Leuser Gunung en Sumatra por Van Noordwijk et al.
(2003) se encontrd que a lo largo del desarrollo en el periodo juvenil el contacto y relacion
con la madre se volvia mas distante y aumentaba la cercania a vecinos de igual edad, ademas
encontraron diferencias en los vecinos mas cercanos de los machos juveniles y las hembras
juveniles (los machos juveniles tuvieron como vecinos mas cercanos a otros machos juveniles
mas habitualmente que las hembras juveniles: 25% vs. 10%)(van Noordwijk, Hemelrijk,

Herremans, & Sterck, 2003)

Interacciones inter-grupo:

Una forma en la que se observan interacciones con individuos de otros grupos se da
en los encuentros entre grupos (Gennuso, Brividoro, Pavé, Rano, & Kowalewski, 2018;
Korstjens, Nijssen, & Noé, 2005; Kowalewski, 2007; Palombit, 1993; Watts, Muller, Amsler,
Mbabazi, & Mitani, 2006). En este contexto las interacciones pueden ser: i. agresivas

caracterizadas por persecuciones (Korstjens et al., 2005), peleas de contacto en de las cuales
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pueden resultar heridos (Manson et al., 1991; Palombit, 1993), y vocalizaciones (Garber,
Pruetz, & Isaacson, 1993; Kowalewski, 2007), ii. afiliativas caracterizadas por acicalamiento,
copulas y juegos sociales o 1iii. neutrales (en las cuales no hay interaccion aparente)
(Kowalewski & Garber, 2015). Si bien entre los primates muchas veces las interacciones entre
grupos estan caracterizadas por ser de tipo agresiva (por ejemplo; Pan troglodytes (Wilson,
Kahlenberg, Wells, & Wrangham, 2012), Callithrix jacchus (Lazaro-Perea, 2001), Saginus
mystatx (Garber et al., 1993)), los juveniles participan en menor medida de estos encuentros
y tienen interacciones afiliativas inter-grupos con mas frecuencia que los adulto (Gennuso et
al., 2018). Una ventaja de las interacciones con otros grupos puede deberse a que los juveniles
obtienen informacion sobre los vecinos, la cual serd valiosa a la hora de dispersar (Lazaro-
Perea, 2001; Wilson et al., 2012). Las investigaciones sobre estos fendmenos son escasas y es
necesaria mas informacion para poder interpretar como va cambiando la percepcion de los

individuos de los otros grupos a lo largo del desarrollo.

Comportamiento sexual:

Los comportamientos sexuales en individuos inmaduros suelen ser escasos, sin
embargo, diferentes estudios han registrado la presencia de estos comportamientos durante el
periodo juvenil (P. cynocephalus (Gesquiere et al., 2005); Macaca mulatta (Lovejoy &
Wallen, 1988); Erythrocebus patas (Rowell & Chism, 1986)). En estudios realizados en
babuino amarillo (P. cynocephalus) (Gesquiere et al., 2005) se encontré6 que a medida que
los machos crecen, comienzan a competir por el acceso a las hembras. En consecuencia, son
tratados mas agresivamente y a su vez ellos comienzan a tener comportamientos mas
agresivos. En el caso de macaco rhesus (Macaca mulatta) (Lovejoy & Wallen, 1988) se
encontrd que a partir de los seis meses de edad los machos comienzan con el comportamiento

de “montar”, caracteristico comportamiento sexual de los machos adultos.

1.5. Diferencias sexuales en primates

La mayoria de los estudios sobre las diferencias sexuales en los primates se focalizan
en la etapa adulta, durante la cual se pueden evidenciar diferencias sexuales a nivel fisioldgico,
en tamafio del cuerpo (Leigh, 1994), coloraciéon y en el comportamiento agresivo-afiliativo
(Cords et al., 2010), de dominancia (Clarke, 1990; Cords et al., 2010) y de cuidado parental
(D1 Fiore & Campbell, 2011).
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Dimorfismo y dicromatismo sexual

El dimorfismo sexual es un fendémeno bien reconocido en primates, sin embargo, muy
pocos estudios abordan la ontogenia del mismo (Leigh, 1992). Muchos primates presentan
dimorfismo sexual dado por diferencias en el tamano siendo por lo general los machos mas
grandes que las hembras (Clutton-Brock, Harvey, & Rudder, 1977). Las diferencias sexuales
en el tamafio en los primates pueden estar dado por grandes diferencias en las tasas de
crecimiento corporal durante la ontogenia (Leigh, 1992, 1994) definido como
“bimaduracion”, fendbmeno que se puede observar en algunos primates como mono capuchino
cai (S. apella) y macaco cola de ledn (Macaca silenius) (Leigh, 1992). Leigh (1994) propone
dos modelos de crecimiento dimérfico durante el periodo juvenil; 1) por un lado los grupos
de primates multi-macho estan caracterizados por diferencias en el tiempo de crecimiento, los
machos crecen durante mas afios a una igual tasa que las hembras, 2) y el modelo uni-macho
en el cual el dimorfismo sexual esta dado por diferencias en las tasas de crecimiento. Fragaszy
et al. (2016) realizaron un estudio en capuchinos silbadores (Sapajus libidinosus) silvestres en
Fazenda Boa Vista (Piau, Brasil) entre los afios 2007 y 2013, en el cual registraron la masa
corporal de un grupo de entre 20 y 25 individuos entre los cuales contaban con 8 machos y 10
hembras juveniles desde el nacimiento hasta los 6-7 afios de edad. Estos autores encontraron
que las hembras crecen a una tasa mas lenta y durante un periodo mas corto que los machos
(machos alcanzan su peso final de 3.5 kg a los 9.8 anos y las hembras 2.1 a los 7.5 afios).
Fragaszy et al. (2016) sugiere entonces una combinacion entre los modelos que plantea Leigh
(1994). También se puede encontrar diferencias sexuales en los dientes caninos presentado
los machos un mayor desarrollo de estos (Leutenegger & Kelly, 1977; Mc Pherson, 2013). En
algunos casos hay diferencias en las vocalizaciones, el género Alouatta, por ejemplo, se
caracteriza por vocalizaciones de alto alcance (aullidos) (Holzmann, 2011; Whitehead, 1995)
en las cuales se puede discriminar entre los aullidos de los machos de los aullidos més débiles
de las hembras, como consecuencia del desarrollo del hueso hioideo expandido como caja de
resonancia en los machos (Kelemen & Sade, 1960).

El dicromatismo sexual esta extendido en varias especies de primates (por ejemplo;
Alouatta caraya, A. fusca clamitans, Eulemur macaco, Eulemur mongoz, Pithecia pithecia,,
Hylobates pileatus, Nomascus concolor, Bunopithecus hoolock) (Bradley & Mundy, 2008).
Es posible que las diferencias en coloracion sean producto de la seleccion sexual (Bicca-
Marques & Calegaro-Marques, 1998; Crockett, 1987) dado que la coloracion de los machos
sirve de sefial para las hembras ya que puede estar indicando que el individuo tiene un sistema

inmune sano, baja carga parasitaria (Hamilton & Zuk, 1982) o una buena nutricion (la sintesis
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de melanina requiere determinados aminoéacidos que se obtienen de la dieta, por lo cual una
pigmentacion oscura demuestra que el individuo tiene acceso a ciertos nutrientes). Estos
cambios de coloracion generalmente se desarrollan durante las etapas inmaduras, por ejemplo,
en langur plateado (Trachypithecus cristatus) en los periodos infantil y juvenil (Napier &
Napier, 1967) y en gorilas (G. gorilla) en la adolescencia (Breuer, Robbins, & Boesch, 2007).
En machos de 4. caraya, el cambio de coloracion esta influenciado por presiones sociales, en
particular, los machos en grupos multi-macho suelen mantener fragmentos de pelaje dorado
en el cuerpo (especialmente en los codos, y parte del torso) y permanecer en el grupo natal
mas tiempo que los machos de grupos uni-macho, estos ultimos cambian de color mas
rapidamente y abandonan el grupo natal antes. Estas diferencias se relacionan con distintas
estrategias, dado que mantener una coloracién inmadura permite a los individuos permanecer
en el grupo por mas tiempo sin el rechazo del macho central en el caso de los grupos multi-
macho y en el caso contrario el individuo estd listo para migrar y conquistar otro grupo

(Blomquist, Kowalewski, & Leigh, 2009)

Diferencias sexuales en comportamiento

Las diferencias sexuales a nivel del comportamiento consisten en mayores cuidados
parentales por parte de la hembra y una predisposicion en los comportamientos de agresividad
y territorialidad por parte de los machos (Bernstein, 1978).

Algunos estudios realizados en Sapajus apella (Paukner & Suomi, 2008), S. nigritus
(Agostini & Visalberghi, 2005), M. mulatta (Lovejoy & Wallen, 1988; Wallen, 2005),
Erythrocebus patas (Rowell & Chism, 1986), Presbytis entellus (Nikolei & Borries, 1997),
Cercopithecus mitis (Cords, 2012; Cords et al., 2010), P. cynocephalus (Cheney, 1978;
Pereira, 1988), G. gorilla gorilla (Maestripieri & Ross, 2004) ponen en evidencia que las
diferencia sexuales a nivel comportamental se desarrollan en la etapa juvenil (Tabla 1.1).

En estos estudios se evidencian diferencias sexuales durante el periodo juvenil en el
tipo de juego, las afiliaciones y frecuencia relativa invertida en cada actividad (van Noordwijk,
Hemelrijk, Herremans, & Sterck, 2003). Lovejoy & Wallen (1988), en sus estudios realizados
durante 12 semanas en 5 hembras y 6 machos juveniles de macaco rhesus (M. mulatta) en
semi-cautiverio en la estacion biologica del Centro Regional Yerkes de investigacion en
Primates (Georgia, USA), relacionan las diferencias sexuales en el comportamiento juvenil
con diferencias sexuales de los adultos. En este estudio demuestran que los machos juveniles
superan a las hembras juveniles en juegos bruscos (machos 12.3 + 2.3 n/hs > hembras 3.9 +

0.7 n/hs), también desarrollan el comportamiento de “monta”, que no se observa en hembras
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Tabla 1.1. Estudios de diferencias sexuales en comportamientos en primates juveniles. (*c/s

: cautiverio/silvestre)

. Sitio de . Dif. sexuales ]
Especie estudio* Comportamiento M H N Cita
. . Iniciacion de juego + - (Maestripieri &
Gor.’lil“ gorilla USA/c 6M/6H  Ross, 2004)
gorita Eleccion de pareja de juego = =
Juego de persecucion + -
Juego rudo = =
acicalamiento - +
Erythrocebus Evitar a otros + - (Rowell & Chism,
patas USA/c o 11M/9H 1986)
Proximidad a madre = =
Proximidad a infantes - +
Solitario + -
Sexual (monta) +
Proximidad a otros - +
Solitario + -
Semnopithecus Acicalamiento - + (Nikolei &
entellus Nepal/s ) 4M/4H  Borries, 1997)
Es agresivo = =
Recibe agresion -
Monitoreo -
Cercopithecus Acicalamiento - +
. . . 22M/
mitis stuhlmanni Kenia/s o (Cords et al.,
Proximidad - + 17H 2010)
. Proximidad a machos adultos + -
Papio Pereira, 1988)
cynocephaus Kenia/s Proximidad a hembras adultas - + 7H/13g (Percia
Solitario = =
Papio Tasa de juego = =
cyn.ocephalus Sud Africals . 3M 3H (Cheney, 1978)
ursmnus juego con infantes - +
Tasa de juego + -
Sexual (monta) + 0 (Lovejoy &
ovejoy
Macacamulatia g p 10 pgresion = = 6M/SH  Wallen, 1988)
Sumision = =
Proximidad a otros - +
Descanso + -
Alimento disperso - +
Macaca . 10H (van Noordwijk et
+ -
Sfasicularis Indonesia/s  Recursos agrupados /23M al., 2003)
Acicalamiento - +
Juego + -
; Juego social + -
Sapajus apella USA/c o 5 M/ 4H S(Paul_cnze(r) (:)9;)
Juego individual = = uomi,
Alimentacion de invertebrados + - .
Sapajus nigritus  Argentina/s ) ) 8§M/7H V'Sgﬁ)geisiplz%os)
Alimentacién de frutos - + 1salberghi,

13



(machos 0.9 £ 0.1 n/hs > hembras 0.0 n/hs), las hembras juveniles por su parte expresan mayor
interés en las crias (mayor frecuencia en contacto, cargandose, jugando o robandole de la
madre) (macho 4.1 + 0.9 n/hs <hembras 12.5 + 0.8 n/hs) lo cual es considerado por los autores
como una forma de desarrollar aptitudes en cuidados maternales (Lovejoy & Wallen, 1988;
Wallen, 2005). Maestripieri y Ross (2004) en sus estudios sobre el juego en juveniles de gorila
de llanura (G. gorilla gorilla) (descrito en seccion 1.4), encontraron que la participacion en
juegos social es mayor en machos que en hembras. Los autores sugieren que el juego en los
machos puede ser una forma de entrenamiento debido a que en la adultez deberan tener una
participacion mas activa en la proteccion del grupo a amenazas externas (Maestripieri & Ross,
2004).

Los estudios realizados por van Noordwijk et al. (1993) en macaco cangrejero (M.
fascicularis) encontraron que en algunos aspectos del comportamiento las diferencias sexuales
son resultados de un aprendizaje observacional de algunos vecinos (las hembras pasan tiempo
mas cerca de otras hembras y los machos pasan mas tiempo cerca de otros machos). El
aprendizaje observacional puede resultar importante para desarrollar o refinar algiin repertorio
comportamental. Esto se relaciona con la hipotesis del tiempo de aprendizaje especificada
anteriormente; ;el periodo juvenil extendido podria deberse en cierta medida al tiempo
necesario para aprender mediante la observacion algunos repertorios comportamentales?
(Ross, 1998; van Noordwijk et al., 2003). De forma similar en los estudios de Agostini y
Visalberghi (2005) (descritos en seccion 1.4) en mono capuchino negro (S. nigritus)
encontraron que los machos juveniles pasaban mas tiempo en proximidad de machos adultos
en los momentos de alimentacidon de invertebrados (test de correlacion de Spearman: r = 0.9),
lo cual permitia la adquisicion de patrones de forrajeo complejos especificos del sexo
masculino (los machos se alimentaron de invertebrados en mayor proporcion que las hembras:
machos 63% > hembras 54%) (Agostini & Visalberghi, 2005).

Algunas de las diferencias en el comportamiento estan relacionadas con la forma de
vincularse con los otros individuos del grupo (Clutton-Brock & lason, 1986; Cords et al.,
2010). Por ejemplo, en los estudios realizados por Nikolei y Borries (1997) en 4 hembras y 4
machos juveniles de langur comin (Semnopithecus entellus) silvestres en Nepal (entre
noviembre 1992 y febrero de 1993), encontraron que en las hembras juveniles predominaban
los comportamientos de acicalamiento (porcentaje de tiempo: hembras 10.9% > machos 2.1%)
y la proximidad a otros individuos del grupo (porcentaje de tiempo: hembras 35.7% > machos
11.9%). En contraposicion, los machos se encontraban solos la mayor parte del tiempo

(88.1%), ademas de recibir la mayor cantidad de agresiones (machos 0.3 n/hs > hembras 0.2
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n/hs) por parte de los otros miembros del grupo (principalmente machos adultos). Los autores
consideran que el comportamiento de las hembras juveniles puede ser interpretado como una
forma de integrarse a la estructura social jerarquica (grupo de hembras filopatricas) y el
comportamiento de los machos como una forma de prepararse para abandonar el grupo social,
cuidarse solos, e integrarse a grupos con una alta competencia intrasexual (estos machos

ademas forman bandas de solteros) (Nikolei & Borries, 1997).

1.6. Expresion de hormonas esteroideas y su relacion con el desarrollo

El sistema endocrino no sélo tiene un rol importante en la modulacion de la historia
de vida a nivel fisioloégico mediante su intervencion en distintos procesos metabolicos del
desarrollo (Ellison, 2003) sino también en su regulacion del comportamiento (Anestis,
2010). Si bien una variedad de trabajos (Tabla 1.1) se han centrado en el estudio del
comportamiento durante el desarrollo de los primates, ain hay un gran vacio en el
conocimiento que integra los patrones de comportamiento y su relacion con la variabilidad

endocrina de los primates juveniles (Gesquiere et al., 2005) (Tabla 1.2).

Tabla 1.2. Estudios hormonales realizados en primates juveniles. M: machos; H: hembras; C/S:
Cautiverio (C) y silvestres (S). * Experimento en el que inoculan con andrégenos.

Especie Sexos Comport.  Hormonas Muestra C/S Autor
Macaca mulatia M /H si Androgenos Sangre C (Wallen, 2005)*
Testosterona,
M glucocorticoides
Papio (Gesquiere et al.,
cynocephalus no Progesterona, Heces S 2005)
H estrogenos
glucocorticoides
. . (Byrne & Suomi,
Cebus apella M(22)/H(14) si Cortisol sangre C 2002)
Progesterona (Lahoz, Nagle,
Sapajus nigritus H no Cor%isol sangre C Porta, Farinati, &
Manzur, 2007)
. (Clarke, Zucker,
Alm{atta M (16)/H (19) si irliol Heces S Ford, & Harrison,
palliata Testosterona
2007)
. . Testosterona (Robbins & Czekala,
Gorilla gorilla M no Cortisol Heces S 1997)

En términos generales las hormonas son mensajeros quimicos secretados por glandulas
endocrinas o determinados tejidos en respuesta informacion sobre el estado fisiologico del
organismo o el ambiente. Actian sobre un tejido blanco estimulando cambios en actividades

metabolicas. El SNC tiene un rol principal en este mecanismo, este recibe la informacion

15



sobre el estado fisioldgico y aspectos ambientales mediante estructuras sensoriales, esta
informacion es procesada en el cerebro y luego transmitida a un centro regulador endocrino
(hipotalamo — hipofisis) que es el encargado de generar una cascada de respuestas
hormonales desencadenando una respuesta a nivel fisioldgico, y en muchos casos, a nivel

comportamental (Figura 1.1) (Anestis, 2010).

Figura 1.1. Modelo de accién del sistema enddcrino (Adaptado de Anestis, 2010).

A A s

Cerebro Hipotalamo Hipéfisis Glandula Tejido
Percibe mediante Localizado en Localizada endocrina blanco
estructuras el cerebro en cerebro, Localizada en el Las hormonas
sensoriales el Envia libera cuerpo, con se unen a los
entorno interno y hormonas hormonas a receptores para receptores en
externo del hipotalamicas la hormonas el tejido
individuo. a la glandula circulacion hipofisarias blanco
Desencadena una hipofisis especificas. En desencadenan
respuesta a basado en la respuesta las do respuestas
dichos estimulos informacion glandulas enddcrinas fisiologicas y
actuando en el del cerebro secretan sus comportament
centro regulador hormonas a la ales
endocrino circulacion con una

funcion especifica.

Eje reproductivo (hipotalamico-hipofisario-gonadal):

El eje reproductivo estd compuesto por una poblacion de células especializadas del
hipotalamo, las cuales sintetizan y secretan la hormona liberadora de gonadotrofina (GnRH)
La GnRH actia sobre la hipdfisis estimulando la secrecion de las hormonas foliculo
estimulante (FSH), luteinizante (LH) y gonadotrofina, actuando en las gonadas promoviendo
la secrecion de las hormonas sexuales (testosterona, estrogenos y progesterona). Las
hormonas sexuales actlian en los mismos 6rganos estimulando la espermatogénesis en machos
y el ciclo ovarico en hembras. En los mamiferos este eje tiene dos activaciones a lo largo de
la vida, la primera ocurre durante el desarrollo embrionario y la segunda se da previamente a

la madurez sexual (Cameron, 2004; Plant, 2015; Schulz & Sisk, 2006) (Figura 1.2).
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Figura 1.2. Esquema de la doble activacion del eje reproductivo durante el
desarrollo, (Adaptado de Schulz & Sisk, 2006).

Comportamientos
sociales tipicos de su
SEX0

Diferenciacion Fmalizacién
sexual

Hormonas gonadales

Periodo Adolescencia Adultez
peri-natal

Estas activaciones conducen a una diferenciacion del SNC modulado por las hormonas
gonadales, ambas activaciones parecen ser necesarias para desarrollar los comportamientos
tipicos de cada sexo.

Los componentes del eje reproductivo estdn formados tempranamente y su actividad
comienza durante el desarrollo embrionario. En la mitad de la gestacion los niveles circulantes
de LH y FSH alcanzan valores similares a la adultez (primera activacion del eje reproductivo),
seguido por un descenso en los niveles de gonadotrofina y un incremento en la secrecion de
las hormonas sexuales gonadales (Figura 1.2) (Cameron, 2004; Schulz & Sisk, 2006). Algunos
estudios han investigado la importancia de las hormonas esteroideas en el desarrollo
embrionario de los primates. Por ejemplo, Wallen (2001, 2005) ha estudiado mediante
experimentos en macaco rhesus (M. mulatta) la forma en la que los andrégenos embrionarios
intervienen en la gestacion. Esto estudios sugieren que en el primer tercio de gestacion los
androgenos tienen un rol importante en el desarrollo de los genitales y en las etapas posteriores
actuan a nivel del SNC teniendo un gran impacto en la expresion de los comportamientos
tipicos de macho (comportamiento de monta en machos juveniles) o hembras (interés en
infantes) (Wallen, 2001, 2005).

La segunda activacion del eje reproductivo ocurre previamente a la maduracion sexual,
los signos mas tempranos de esta reactivacion estan dados por aumento en la liberacion de la
hormona liberadora de gonadotrofina (GnRH) por el hipotdlamo que produce un incremento
en hormonas sexuales gonadales (testosterona, estrogenos, progesterona). Esto promueve la
secrecion de hormona luteinizante (LH) y foliculo-estimulante (FSH), conduciendo al
crecimiento testicular y produccion de andrégenos gonadales en machos y produccion de

esteroides ovaricos e iniciacion de los ciclos reproductivos en hembras (Cameron, 2004; van
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Belle, 2015). Ademas, las hormonas gonadales estimulan una gran variedad de procesos en el
SNC que incluyen la neurogénesis (Pinos et al., 2001; Rankin, Partlow, McCurdy, Giles, &
Fisher, 2003), apoptosis (Nufiez, Lauschke, & Juraska, 2001) crecimiento de proyecciones
axonicas (Lewis, Cruz, Eggan, & Erickson, 2004), mielinizacion (Woo, Pucak, Kye, Matus,
& Lewis, 1997), reestructuracion dendritica (Goldstein, Kurz, & Sengelaub, 1990),
sinaptogénesis (Bourgeois, Goldman-Rakic, & Rakic, 1994) y eliminaciéon de sinapsis
(Gerdces, Réthelyi, & Halasz, 1986) que resultan en importantes cambios en la morfologia del
cerebro (McEwen & Wingfield, 2003; Sisk & Zehr, 2005). De esta forma, ademas de su accion
en los comportamientos sexuales estas hormonas actuan a nivel del hipocampo, el cuerpo
estriado, cerebelo, la amigdala y la corteza cerebral interviniendo en la expresion de
comportamientos no reproductivos (por ejemplo actividad motora, aprendizaje, resolucion de
problemas) (Cameron, 2004). Algunos estudios en el desarrollo hormonal en humanos han
demostrado que hay un aumento significativo en la produccion de hormonas esteroideas al
final del periodo juvenil, lo cual actua en distintos niveles en el encéfalo promoviendo cambios
en el comportamiento y en aspectos cognitivos (Hochberg, 2008). Por ejemplo, Campbell
(2006) sugiere que los mecanismos mediante los cuales la hormona esteroidea
dehidropiandrosterona actua, se focalizan por un lado en la amigdala, reduciendo el miedo,
lo cual permite un aumento en las relaciones sociales con otros individuos ademas de los
progenitores, y por otro lado a nivel del hipocampo promoviendo un aumento en la memoria,
capacidades sociales y cognitivas, lo cual favorece que los juveniles participen en actividades
tipicas de adultos (Campbell, 2006). Ademas de los cambios en comportamiento, el aumento
en los androgenos va acompainado de cambios corporales como un marcado desarrollo
muscular y mineralizacién 6sea (Hochberg, 2008).

Pocos estudios han abordado la expresion de hormonas sexuales y su relacion con el
comportamiento durante el periodo juvenil en primates. Un estudio realizado por Gesquiere
et al. (2005), en babuino amarillo (P. cynocephalus) silvestres demuestra que las variaciones
en las concentraciones de glucocorticoides, estrogeno, progesterona y testosterona presentan
diferencias sexuales en el periodo juvenil (Gesquiere et al., 2005). Por otro lado, el estudio
realizado por Clarke et al. (2007) en mono aullador negro (4. pigra), en el cual comparan la
expresion de hormonas sexuales (estradiol y testosterona) en 26 juveniles de ambos sexos no
encuentran diferencias sexuales en estas hormonas. Los autores sugieren una relacion entre la
ausencia de diferencias entre sexos a nivel hormonal y una estrategia de los juveniles para
tener aspecto de individuo inmaduro y no ser expulsado del grupo por los adultos

tempranamente (Clarke et al., 2007).
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<> Testosterona:

La testosterona es una hormona esteroidea que interviene en la espermatogénesis, dirige
el desarrollo de las caracteristicas sexuales secundarias (Wingfield, Hegner, Dufty, & Ball,
1990) como por ejemplo, aumento de tamafio (Anestis, 2006), desarrollo de las gonadas
(Martin, Swenson, & Collins, 1977), y en algunos casos cambio de color en el pelaje
mediante la regulacion de los pigmentos de melanina (Bradley & Mundy, 2008). Esta
hormona tiene efectos de activacion de comportamientos de adulto como la territorialidad,
cortejo y agresion propias de los machos (Anestis, 2006; Cristobal-Azkarate, Chavira,
Boeck, Rodriguez-Luna, & Veal, 2006; van Belle, Estrada, Ziegler, & Strier, 2009; Wallen
& Tannenbaum, 1997; Wingfield et al., 1990).

La “Hipotesis del desafio” (Challenge hypothesis) (Wingtfield et al., 1990) propone que
la respuesta de la testosterona al ambiente depende del grado de inversion parental y el
sistema de apareamiento. Los machos que vivan en sistemas mondgamos y que ejerzan
cuidados parentales mostraran respuestas mas notorias a los desafios ambientales (estaciones
reproductivas, interacciones con otros machos) en los niveles de testosterona que las especies
poliginicas y sin cuidados parentales (las cuales en general tendran siempre niveles altos de
testosterona). Niveles altos de esta hormona implican costos tanto a nivel fisioldgico,
promoviendo la inversion en el desarrollo del costoso tejido muscular (Ellison, 2003), como
comportamental, promoviendo las interacciones agresivas entre machos y los
comportamientos de cortejo aparejados usualmente a riesgos de depredacion (Wingfield et
al., 1990). De esta manera esta hormona influye en la distribucion de energia del organismo
actuando en un trade-off entre la reproduccion y supervivencia (Bribiescas, 2001; Ellison,
2003).

La relacion entre comportamiento agresivo y la testosterona se ha observado en
diversos estudios en primates no-humanos (por ejemplo; Lemur catta (Cavigelli & Pereira,
2000), FEulemur fluvis rufous (Ostner, Kappeler, & Heistermann, 2002), Propithecus
verrauxi (Brockman, Whitten, Richard, & Schneider, 1998), Macaca mulatta (Bernstein,
Rose, & Gordon, 1977), Alouatta pigra (van Belle et al., 2009)). Por otro lado, algunos
factores sociales tales como la composicion y grado de solapamiento de los grupos y el
estado reproductivo de las hembras se relacionan con esta hormona (van Belle et al., 2009).
Por ejemplo, el estudio de Rangel- Negrin et al. (2011) en mono aullador negro (4. pigra)
en Campeche (México) en el cual se analizaron en 5 grupos de monos los niveles de
testosterona en relacion a diversos factores sociales, sugiere que los niveles de esta hormona

no se relacionan con las tasas de copulas pero si hay una importante influencia de la
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composicion del grupo; los machos pertenecientes a grupos uni-macho presentaron mayores
niveles de testosterona que los individuos pertenecientes a grupos multi-macho (3600 vs
1900 ng/gr aprox) (Rangel-Negrin, Dias, Chavira, & Canales-Espinosa, 2011).

Existe un nimero limitado de estudios realizados en la expresion de esta hormona
durante el periodo juvenil y su relacién con el comportamiento en primates. Por ejemplo, los
experimentos realizados en macaco rhesus (M. mulatta) en cautiverio han puesto en
evidencia que la administracion de altos niveles de testosterona en hembras juveniles puede
hacer “masculinizar” sus comportamientos (los comportamientos de las hembras tratadas
son significativamente mas similares a los comportamientos de los machos que a los de las
hembras no tratadas) (Wallen, 2005). Por otro lado, en un estudio realizado por Anestis
(2006) con chimpancés (Pan troglodytes) en el cual se analizé el comportamiento en relacion
a la secrecion de testosterona de 17 juveniles en cautiverio, se encontrd que la expresion de
testosterona se correlacion6 positivamente con la cantidad de comportamientos agresivos
que los individuos expresaron hacia otros machos y negativamente con la cantidad de
agresiones recibidas. Ademads, se encontr6 una correlacion positiva entre la testosterona y la
edad (Anestis, 2006). Ambos estudios denotan el importante rol de la testosterona en la etapa

juvenil tanto a nivel fisioldgico como comportamental.

<> Progesterona y estradiol:

La progesterona y el estradiol son hormonas producidas mayormente en los ovarios y estan
intimamente relacionadas con el desarrollo de caracteres secundarios en las hembras, el
desarrollo de las glandulas mamarias y estructuras reproductoras, con la regulacion del ciclo
reproductivo y con los comportamientos sexuales (comportamientos proceptivos) (Sisk &
Foster, 2004).

En particular, estas hormonas junto con hormonas del hipotalamo como la hormona
liberadora de gonadotrofina (GnRH) e hipofisis como las hormona luteinizante (LH) y
foliculoestimulante (FSH) determinan las distintas fases del ciclo ovarico (Figura 1.3). La fase
folicular del ciclo se caracteriza por un gradual desarrollo del foliculo el cual finaliza con la
ovulacion. Esta fase esta caracterizada por un aumento en los estrégenos (producidos por el
foliculo) y una baja concentracion de progesterona. Proximo al proceso de ovulacion, los
niveles de progesterona comienzan a elevarse, y cuando el foliculo madura se produce un pico
de estrogeno, este pico es el desencadenante de una retroalimentacién positiva en el
hipotalamo que aumenta la secrecion de hormona liberadora de gonadotrofina (GnRH) lo cual

estimula a la hipofisis en la liberacion subita de hormona luteinizante (LH) y
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foliculoestimulante (FSH). El pico de LH causa la ruptura del foliculo desencadenando asi la
ovulacion. Luego de la ovulacion, el ciclo contintia con la fase lutea, caracterizada por la
formacion del cuerpo luteo a partir del foliculo (con el 6vulo liberado). En las primeras etapas
de esta fase hay niveles elevados de progesterona y un segundo pico (mas bajo que el anterior)
de estrogeno. Es aqui cuando la fecundacion puede ocurrir. En caso de que el dvulo haya sido
fertilizado, el cuerpo luteo permanecerd secretando progesterona hasta que se desarrolle la
placenta la cual continuara con esta tarea, en caso de que no se produzca la ovulacion los

niveles de progesterona iran descendiendo a lo largo de esta etapa (Ziegler, Strier, & van Belle,
2009).

Figura 1.3. Niveles de Progesterona, estradiol y LH en un ciclo generalizado no conceptivo de
humano. (Adaptado de Ziegler, Strier, & van Belle, 2009).
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Una gran variedad de estudios en primates humanos y no- humanos (por ejemplo;
(Cercophitecus aethiops (Andelman, Else, Hearn, & Hodges, 2009), Brachyteles arachnoides
(Strier & Ziegler, 1997), Calllicebus molochi (Valeggia, Mendoza, Fernandez-Duque, Mason,
& Lasley, 1999), Alouatta pigra (van Belle, Estrada, Ziegler, & Strier, 2009), Alouatta caraya
(Rafio, 2016)) han demostrado el importante rol de la progesterona y el estradiol en el ciclo
reproductivo de las hembras. En estos estudios se demuestra como los distintos niveles de
estas hormonas ademas de estar relacionadas con el ciclo reproductivo (ovulacion, desarrollo
del endometrio) también interviene en aspectos comportamentales (receptividad sexual,
cortejo).

Los estudios realizados por Rafio (2016), en 6 hembras pertenecientes a 2 grupos de
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Alouatta caraya en el mismo sitio de estudio donde se realiz6 este trabajo (Estacion Biologica
Corrientes, Corrientes, Argentina), describe el rol de la progesterona en el ciclo reproductivo
y demuestra como los niveles de esta hormona se relacionan con distintos aspectos del
comportamiento. Por ejemplo, altos niveles de progesterona se relacionan con una mayor
frecuencia de comportamientos socio sexuales (inspeccion de genitales, acicalamientos) y esto
influye en las relaciones con los machos del grupo (habiendo un mayor interés en el macho
central en los periodos de ovulacion) (Rafo, 2016).

Estos estudios reflejan la estrecha relacion entre las hormonas sexuales y el
comportamiento en las hembras adultas. Hasta el momento no hay trabajos que relacionen la
expresion de estas hormonas con el comportamiento durante el periodo juvenil en primates.
Para entender como interactllan estas hormonas con el comportamiento a lo largo del
desarrollo se requiere una mayor profundizacion en esta investigacion en el periodo juvenil y

pubertad de los primates.

Eje hipotalamico-hipofisario-adrenal:

El eje hipotalamico-hipofisario-adrenal es un centro de control del organismo que
conecta al SNC con el sistema enddcrino. Este sistema neuroendocrino es el encargado de
mantener al organismo en homeostasis y el normal funcionamiento ante el estrés. Bajo
condiciones de estrés el hipotdlamo secreta hormona reguladora de la corticotrofina (CRH) la
cual produce la liberacion de la hormona adrenocorticotréfica (ACTH) por parte de la
hipofisis. La ACTH actiia sobre la glandula adrenal desencadenando la liberacion de

glucocorticoides, entre los cuales el mas comun es el cortisol (Kudielka & Kirschbaum, 2004).

s Cortisol

El cortisol pertenece al grupo de los glucocorticoides; hormonas esteroideas
secretadas por la corteza de la glandula adrenal que participan en la regulacion del
metabolismo de hidratos de carbono favoreciendo la gluconeogénesis y la glucogendlisis
(elevan la glucosa en sangre), proteinas y lipidos. Ademas, facilitan efectos de otras
hormonas como las catecolaminas y las hormonas de la tiroides (Nelson & Cox, 2009).

El cortisol se relaciona con la fisiologia del estrés (Rose, 1980; Sapolsky, Romero,
& Munck, 2000) ya que actia movilizando los depdsitos energéticos del cuerpo
estabilizando asi al individuo frente a situaciones de estrés (Beehner & Bergman, 2017; Feng
et al,, 2016). Independientemente de la naturaleza del estimulo estresor, durante una

respuesta al estrés, el cortisol aumenta la circulacion de glucosa a través de varios
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mecanismos, contribuyendo al agotamiento de la energia almacenada. Diversos estudios en
primates humanos y no- humanos han puesto en evidencia la intima relacion del cortisol con
el estrés (Beehner & Bergman, 2017). Algunas investigaciones con adultos y nifios humanos
demostraron que los niveles de cortisol tienden a elevarse en respuesta a situaciones
novedosas, incontrolables y amenazantes (Bruce, Poggi Davis, & Gunnar, 2002;
Kirschbaum & Hellhammer, 1994).

Aunque muchos estudios han explorado el metabolismo del estrés en primates
adultos (Beehner & Bergman, 2017), pocos lo han hecho en el periodo juvenil. Un caso es
el estudio realizado por Gesquiere et al. (2005) en el cual analizan como cambia la
concentracion de cortisol a lo largo del periodo juvenil en ambos sexos. Para esto, obtuvieron
muestras de 69 hembras inmaduras y 81 machos inmaduros de babuino amarillo (Papio
cynocephalus) en el Parque Nacional Amboseli (Kenia). Entre sus resultados observaron que
los machos de 3 afios presentan un marcado incremento en los niveles de cortisol y a su vez
en ese periodo sufren un gran aumento de tamafio corporal al mismo tiempo que sus
interacciones agresivas con otros machos se hacen mas frecuentes, las hembras no sufren
estos cambios tan marcados y sus niveles de cortisol se mantienen estables a los 3 afios de
edad. Los autores sugieren que los cambios en los niveles de cortisol se relacionan con un
incremento en los requerimientos metabodlicos, particularmente en los machos quienes
expresan un brote de crecimiento corporal a los 3 afios (Gesquiere et al., 2005). Otro estudio
realizado por Byrne y Suomi (2002), sobre la relacion entre niveles de cortisol y
comportamiento en 36 juveniles de mono capuchino cai (S. apella) en cautiverio en el
National Institute of Health Animal Center (Poolesville USA), sugiere que los animales con
altos niveles de cortisol tienden a explorar y -jugar menos-. Ademas, el tipo de juego resulto
distinto en relacion a los niveles de cortisol, los juveniles con mayores niveles de cortisol
expresaron una preferencia por el juego solitario sobre el juego social, no siendo asi en los
casos de juveniles que mostraron bajos niveles de cortisol. Los niveles altos de cortisol
también se relacionaron con individuos con mayor relacion con la madre (Byrne & Suomi,

2002).

1.7. Alouatta caraya, un buen modelo para estudiar el periodo juvenil

El mono aullador negro y dorado (Alouatta caraya) (Figura 1.4) es una especie de
primate neotropical perteneciente a la familia Atelidae (conformada por los géneros
Alouatta, Ateles, Brachyteles, Lagothrix y Oreonax). En el género Alouatta se reconocen 9

especies (4. palliata, A. pigra, A. arctoidea, A. sara, A. macconnelli, A. guariba, A. belzebul,
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A. caraya), y 3 taxones en discusion que podrian ser considerados especies (4. nigerrima,
A. ululata, A. discolor), ademas se reconocen 5 subespecies en A4. palliata, 3 en A. seniculus,

2 en A. guariba y posiblemente 2 en A. pigra (Cortés-Ortiz, Rhylands, & Mittermeier, 2015).

Figura 1.4. macho (izquierda) y hembra (derecha) juveniles de Alouatta caraya

Estos primates viven en grupos de entre 10 y 15 individuos en promedio formados
por adultos y un nimero variable de juveniles e infantes de ambos sexos (Di Fiore &
Campbell, 2011). Esta especie en el periodo adulto presenta dicromatismo (machos son
negros y las hembras doradas (Crockett, 1987) y dimorfismo sexual (peso promedio de cada
sexo (+desvio estandar); machos: 6.42 + 1.15 kg. y hembras: 4.33 = 0.76 kg) (Rumiz, 1990))

Entre los individuos adultos de A. caraya existe un macho central y otros machos
secundarios que participan en forma diferencial en los encuentros entre grupos, mientras que
son las hembras en particular quienes realizan mayores cuidados alo-parentales y
acicalamiento de pares (Bravo & Sallenave, 2003; Di Fiore & Campbell, 2011; Kowalewski,
2007; Pavé, Kowalewski, Zunino, & Giraudo, 2015). En esta especie ambos sexos migran
del grupo natal en la adultez temprana (Pavé et al., 2012; Rumiz, 1990), aunque puede haber
casos de hembras filopatricas en algunas poblaciones (Oklander, Kowalewski, & Corach,
2010). El incorporarse a un nuevo grupo suele ser uno de los mayores desafios (Crockett &
Pope, 2003), pero mientras que las hembras que se incorporaron con €xito probablemente
pasen el resto de su vida en ese grupo, los machos veran amenazada su permanecia al grupo
reiteradas veces en su vida debido a la posibilidad de recambio de macho central, situacién
de la cual puede terminar expulsando al extrafio, siendo expulsado, o en el peor de los casos

muerto (Crockett, 2003), en estos casos las aptitudes para la pelea suelen jugar un papel
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importante (Crockett & Pope, 2003).

Los grupos suelen tener areas de accion de entre 1.7-5.5 ha (Di Fiore & Campbell,
2011) aproximadamente estables en el tiempo, que normalmente solapan en parte con las
areas de accion de otros grupos, durante los encuentros entre-grupos se efectiian sesiones de
aullidos. Aunque ambos sexos participan de los encuentros, en general los machos suelen
liderar y tener un rol mas activo en los encuentros y peleas (69%) que las hembras (31%)
(Fernandez, Kowalewski, & Zunino, 2013; Kowalewski, 2007).

Con respecto a los comportamientos sexuales, durante la adultez, tanto machos como
hembras expresan estos comportamientos, en ambos sexos hay inspeccion de genitales, solo
en las hembras se observa el comportamiento de “movimiento de lengua” y presentacion de
genitales, mientras que las montas se dan principalmente en los machos (Rafo, 2016).

En cuanto a los habitos alimenticios, estos son primates arboreos, folivoros-
frugivoros, con una dieta muy variada que ademas de hojas incluye frutos y flores (Bicca-
Marques & Calegaro-Marques, 1994; Rumiz, Zunino, Obregozo, & Ruiz, 1986). En cuanto
al comportamiento dietario, no hay grandes variaciones segun el sexo en el consumo de
alimento. En términos generales esos animales aumentan la proporcion de tiempo invertida
en los descansos a medida que crecen (Bicca-Marques & Calegaro-Marques, 1994).

Estos animales pueden vivir mas de 20 afios y el periodo juvenil ocurre
aproximadamente entre las edades de 1 a 3 afios en hembras y 1 a 4 afios en machos (Rumiz,
1990). A lo largo de su desarrollo presentan grandes cambios, siendo el mas conspicuo el
caso de los machos que desarrollan un gran hueso hioides y sufren un cambio de coloracion
del pelaje pasando de ser dorados a completamente negros. El dimorfismo sexual en tamafio
estd dado principalmente por diferencias sexuales en la tasa de crecimiento durante el
periodo juvenil (Figura 1.5); durante la infancia, la tasa de crecimiento en machos y hembras
es similar (aumentan 1 kg por afo), luego del primer afio la tasa de crecimiento de los machos
es 3 veces la de las hembras (Leigh, 1992, 1994) (Figura 1.6).

Aunque en esta especie no hay andlisis detallados del desarrollo cerebral, estudios
morfométricos realizados por Coppo & Resoagli (1978) aportan una idea aproximada de la
ontogenia de este 6rgano (Figura 1.7), sugiriendo que en esta especie el desarrollo del

cerebro durante el periodo juvenil se da de forma gradual (Leigh, 2004).
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Figura 1.5. Cambios en el peso (Kg) segin la edad (afios) en Alouatta caraya.
Circulos corresponde a machos y tridngulos a hembras (Adaptado de Leigh 1992).
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Figura 1.6. Medidas craneocefalicas de 4. caraya en distintos estadios (adaptado de
Coppo & Resoagli 1978).
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LC M: longitud cefalica en machos, LC H: longitud cefalica en hembras, AC M: ancho cefélico en
machos; AC H: ancho cefalico en hembras. Edades relativas: i: infante, j1-j5: juvenil; al-a4: adulto, (j4
—j5 corresponden a la edad de 3-4 afios aproximadamente).

El mono aullador negro y dorado (Alouatta caraya) resulta ser un buen modelo para
estudiar las diferencias sexuales durante el desarrollo, ya que sus trayectorias de crecimiento
son marcadamente diferentes (Leigh, 1994). Los adultos presentan dimorfismo y
dicromatismo sexual, ademas de diferentes patrones comportamentales y estrategias de
apareamiento (Bicca-Marques & Calegaro-Marques, 1998; Kowalewski & Garber, 2010;
Rumiz, 1990).

26



1.8. Preguntas, objetivos e hipotesis

En general, la mayoria de los estudios en primates no-humanos se concentran en el
estudio de patrones comportamentales y/o fisiologicos de los individuos adultos y de esta
forma se desconoce la potencial diferencia de las presiones selectivas que operan antes del
periodo adulto (Pereira & Leigh, 2003). Los resultados de este proyecto brindaran
herramientas para enriquecer discusiones y analisis comparativos con respecto a las hipotesis

que tratan de explicar el periodo juvenil extendido en el Orden Primates.

Preguntas
Las principales preguntas de investigacion son: ;Como varian los comportamientos y la
expresion de hormonas sexuales y cortisol a lo largo del periodo juvenil? Y ;cudl es el papel
de las hormonas sexuales en esta etapa?
En particular:
% (En qué etapa del crecimiento se desarrollan los comportamientos tipicos de hembras
y machos adultos en Alouatta caraya?
s (Qué aspectos comportamentales estdn correlacionados con cambios en las

hormonas sexuales en el periodo juvenil?

¢ (Son las condiciones de estrés iguales en machos y hembras durante el desarrollo?

Objetivos

Objetivos generales:
Explorar factores comportamentales y fisioldgicos en los dos sexos durante el periodo
juvenil en individuos de Alouatta caraya y asi evaluar su posible papel en las estrategias

implementadas por los adultos.

Objetivos especificos:

1. Analizar el desarrollo del comportamiento en A. caraya en individuos de
ambos sexos durante el periodo juvenil.

2. Explorar relaciones entre progesterona y estradiol con el comportamiento en
hembras juveniles de 4. caraya a lo largo de su desarrollo.

3. Explorar relaciones entre la testosterona con el comportamiento en machos
juveniles de A4. caraya a lo largo de su desarrollo.

4. Explorar las variaciones en el metabolismo del estrés a lo largo del desarrollo

del periodo juvenil de A. caraya mediante el analisis de cortisol.
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Hipotesis y predicciones

Las siguientes son las hipotesis propuestas (H) y las predicciones (P) asociadas:

H1. El periodo juvenil extendido es una etapa en la cual los individuos adquieren aptitudes
utiles para la vida adulta. Los adultos de ambos sexos expresan diferentes estrategias
comportamentales, por lo tanto, los individuos de cada sexo comienzan a expresar

comportamientos caracteristicos de su sexo a medida que van creciendo.

¢ P1 Las hembras juveniles invertiran mas tiempo que los machos juveniles en la
interaccion con las crias y esto aumentard con la edad.

s P2 Las hembras juveniles invertirdn mas tiempo que los machos juveniles en los
acicalamientos de pares y esto aumentara con la edad.

¢ P3 Los machos juveniles invertiran mas tiempo que las hembras juveniles en los
comportamientos agresivos y esto aumentara con la edad.

¢ P4 Los machos juveniles invertirdn mas tiempo que las hembras juveniles en los
aullidos y esto aumentara con la edad.

¢ P5. Los machos juveniles invertiran mas tiempo que las hembras juveniles en los
juegos sociales y esto aumentard con la edad

.

s P6. El tiempo invertido en comportamientos sexuales (monta, inspeccion de

genitales) aumentard con la edad en ambos sexos

H?2 El aumento en el nivel de Progesterona y Estrogenos a lo largo del periodo juvenil en
las hembras se correlaciona con un aumento en los comportamientos socio-sexuales hacia
los machos adultos (acicalamiento, inspeccion de genitales) relacionados con el desarrollo

de comportamiento tipico de hembras adultas.
% P. En las hembras juveniles los aumentos en la duraciéon de acicalamiento e
inspecciones genitales en machos adultos se producirdn simultdneamente con los

aumentos en los niveles de Progesterona y Estradiol.

H3. El aumento en el nivel de Progesterona y Estrogenos a lo largo del periodo juvenil en

las hembras se correlaciona con un aumento en los comportamientos de cuidados alo-
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parentales y acicalamiento de pares relacionados con el desarrollo de comportamiento

tipico de hembras adultas.

¢ P1. En las hembras juveniles, los aumentos en la duracion de interacciones con crias
e infantes se produciran simultdineamente con aumentos en los niveles de
Progesterona y Estradiol.

¢ P2. En las hembras juveniles los aumentos en la duracion de acicalamiento de pares
se produciran simultdneamente con aumentos en los niveles de Progesterona y

Estradiol.

H4. El aumento en el nivel de testosterona a lo largo del periodo juvenil en los machos esta
asociado a un aumento en los comportamientos sexuales relacionados con el desarrollo de

comportamiento tipico de machos adultos en esta especie.

« P. En los machos juveniles los aumentos en la duracion de comportamientos socio-
sexuales hacia las hembras adultas (inspeccion de genitales, intentos de copula) se
producirdn se produciran simultdneamente con aumentos en los niveles de

testosterona.

HS. El aumento en el nivel de testosterona a lo largo del periodo juvenil en los machos estd
asociado a un aumento en los comportamientos agresivos y de juegos rudos relacionados

con el desarrollo de comportamiento tipico de machos adultos en esta especie.

s P. En los machos juveniles los aumentos en la duraciéon de comportamientos
agresivos y juegos rudos se producirdn simultdneamente con aumentos en los niveles

de testosterona.

H6. La accion de los glucocorticoides estd relacionada con los mecanismos fisiologicos de
distribucion de recursos energéticos durante el desarrollo, por lo cual el metabolismo del
estrés respondera de distinta forma en relacion a las tasas de crecimiento en ambos sexos

durante el periodo juvenil.

% PI1. Los niveles de cortisol iran aumentando a lo largo del periodo juvenil

¢ P2. Los niveles de cortisol seran mas elevados en machos que en hembras.
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1.9. Estructura de la tesis

En este trabajo se propone investigar las variaciones en relacion a la edad y sexo del
comportamiento durante el periodo juvenil en Alouatta caraya, como influyen las hormonas
sexuales en el comportamiento y como varia el cortisol durante esta etapa. La tesis presenta
7 capitulos, que incluye: un primer capitulo (I) donde se establece el marco teorico, la
pregunta de investigacion, los objetivos y las hipotesis de trabajo; un segundo capitulo (II),
con la metodologia general de la tesis donde se detallan como fueron registradas las
observaciones comportamentales y como fueron construidos los perfiles hormonales. En los
capitulos IIL, IV, V y VI se describen los resultados obtenidos, en particular en el capitulo
III se exploran los aspectos comportamentales con los resultados asociados a la hipotesis 1,
en el capitulo IV se analizan los perfiles de progesterona y estradiol de las hembras juveniles
y se ponen a prueba las hipdtesis 2 y 3, en el capitulo V se exploran los perfiles de
testosterona en machos juveniles y se ponen a prueba las hipotesis 4 y 5, y en el capitulo VI
se exploran los perfiles de cortisol en juveniles de ambos sexos y se pone a prueba la
hipdtesis 6. Por ultimo, en el capitulo VII se establecen las conclusiones generales del trabajo

y se proponen nuevos interrogantes.
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CAPITULO 11
Métodos

En este capitulo describiremos los métodos utilizados para llevar a cabo los objetivos
propuestos y poner a prueba las distintas hipodtesis presentadas en el capitulo L
Especificamente, describiremos el sitio de estudio, los individuos y grupos seleccionados,
los métodos registro de datos comportamentales (junto con la descripcion de los

comportamientos) y métodos de colecta y andlisis de muestras de orina para obtener las

concentraciones de hormonas.

2.1. Sitio de estudio

El estudio se llevo a cabo en extensiones del bosque semideciduo en galeria en San
Cayetano (27 30’ S - 58 41° O) a orillas del arroyo Riachuelo en el noroeste de la provincia
de Corrientes en los alrededores de la Estacion Bioldgica Corrientes (MACN- CONICET) y
el Parque Provincial San Cayetano (Figura 2.1). La temperatura media anual es de 21.7°C y

el nivel de precipitaciones medio es de 1.230 mm (servicio meteorologico nacional).

Figura 2.1. Localizacién del sitio de estudio (marcado con circulo rojo).

a) dentro de Argentina, b) en la provincia de Corrientes, ¢) en circulo rojo los fragmentos de bosque utilizados por
los grupos de estudio y su distancia relativa a la estacion biologica Corrientes (EBCo) (Google Earth).
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Las areas de accion de los grupos de Alouatta caraya estudiados en este proyecto
se encuentran a una corta distancia (10-1000mts) de la Estacion Bioldgica Corrientes
(EBCo), centro de investigacion donde se contaron con las instalaciones para almacenar y
procesar las muestras obtenidas. Cabe destacar que en septiembre de 2015 (el trabajo de
campo ya habia finalizado) parte del area de estudio fue declarado como “Parque Provincial
San Cayetano” por la Prov. de Corrientes (Ley provincial 6360/15). En este Parque quedd
incluido 1/3 del area de accion de uno de los grupos seleccionados para este estudio, el grupo
Huerta.

El 4rea es plana y se eleva a 60 m sobre el nivel del mar. Consiste en una cuenca de
sedimentacion a lo largo de la cual fluyen los rios Parana y Paraguay (Rumiz, Zunino,
Obregozo, & Ruiz, 1986). El bosque en esta region puede considerarse como perteneciente
a dos provincias fitogeograficas diferentes; la “Paranaense” y la “Chaquefia” (Cabrera,
1976). Por lo cual su composicion floristica refleja una combinacion de ambas provincias
fitogeograficas (Rumiz et al., 1986). El area corresponde a la unidad de paisajes “esteros y
bafiados” caracterizada por ser una zona baja con un mosaico de pastizales, cafiaverales y
pajonales, acompafiada por zonas elevadas no inundables (lomadas) donde existen sabanas
con arboles dispersos o isletas de bosques que sirven de habitat para Alouatta caraya. La
vegetacion mas representativa de los bosques es la Espina corona (Gleditsia amorphoides),
el Timbo (Enterolobium contortisiliquum), el Guayabi (Cordia americana), el Ibirad Pita
(Peltrophorum dubium), la Mora (Maclura tinctorea), el Nangapiri (Eugenia uniflora),el
lapacho (Handroanthus hepataphyllus) entre otros (Rumiz et al., 1986).

Los bosques estan en gran proporcion cuadriculados (cuadrados de 20x20 m) y la
mayoria de los arboles estan identificados (con chapas con nimeros) y mapeados. Algunas
areas fueron mapeadas en estudios previos (4rea de accion de Alicia y Caravana Naranja) y
otras de las areas fueron mapeadas para este estudio (area de accion de Huerta y Hembra

Negra).

2.2. Sujetos y Grupos de estudio

En este sitio de estudio se estdn llevando a cabo trabajos relacionados con la
ecologia y el comportamiento de monos aulladores desde 1982 y desde el 2007 se realizan
estudios demograficos y de estado de salud de al menos 25 grupos de aulladores en forma
continua (Rumiz, 1990; Zunino & Kowalewski, 2008). Por lo tanto, se conoce la historia de
estos grupos, y muchos de sus individuos son reconocidos a través de marcas artificiales

(caravanas) o naturales (cicatrices, coloracion).
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Los juveniles de A. caraya estudiados fueron seleccionados en un relevamiento
preliminar y pertenecen a cuatro grupos (Alicia, Hembra Negra, Huerta, Caravana Naranja)
que se distribuyen como estd indicado en la Figura 2.2. Algunos de los individuos
seleccionados murieron o se perdieron durante el estudio por lo cual se seleccionaron nuevos
individuos de los mismos grupos para completar el nimero. Los individuos seleccionados

se encuentran en la Tabla 2.1.

Figura 2.2. Areas de accion de los grupos de A. caraya
seleccionados.

3 2003 3 - Lo are g 27

Rojo: Alicia, Azul: Caravana Naranja, Amarillo: Huerta, Verde: Hembra
Negra. Punto naranja: EBCo. (fuente: google Earth)

La clasificacion de los individuos por edad y sexo se realizo siguiendo los criterios
de Rumiz (1990):

e Infante (0 a 1 afio): Son los mas pequefios, de color amarillo claro.

e Juvenil (1 a 3 afios en hembras y 1 a 4 afios en machos). Las hembras tienen
un clitoris delgado y largo, los labios vulvares son también delgados, el color del
pelaje en general mas claro que las hembras adultas. Los machos se van volviendo
mas oscuros a medida que crecen. En este estudio el periodo juvenil estd dividido en
dos categorias de edad detallado en la Tabla 2.1.

e Subadulto (de 3/3.5 a4/ 4.5 en hembras y de 4 a 5 en machos) El area genital
de las hembras comienza a cambiar, el clitoris se hace més corto y grueso, el tamafio
de cuerpo es algo mas pequenio que el de las hembras adultas. Los machos tienen un

tamafio similar al de las hembras adultas, con testiculos blanquecinos, con el pelaje
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casi completamente negro con algunos sectores aun dorados (ventralmente el pelaje
es castafio)

e Adulto (desde 4/5 en hembras y desde 5 en machos) El clitoris de las hembras
es dificil de ver, labios vulvares gruesos con pigmentaciones irregulares. Cuerpo es
de coloracion dorada con el lomo algo oscurecido. Machos son completamente

negros, los testiculos son naranja. Son notoriamente mas grande que las hembras.

Se estudiaron 13 juveniles distribuidos por sexo y en dos categorias de edad: J1'Y
J2 (Tabla 2.1) pertenecientes a cuatro grupos (Tabla 2.2) Durante el periodo juvenil de 4.
caraya (de 1-4 afios en machos y 1-3 afios en hembras) el pelaje es de color dorado. Se
pueden distinguir dos etapas caracterizadas por presentar distinto tamafo corporal,
coloracion de la cabeza y estructuras reproductivas (Balcells & Barg, 2009; Rumiz, 1990).
La edad aproximada en meses de los individuos fue posible de estimar debido a que se tiene
registro de la dindmica de estos grupos y de nacimientos 1 y 2 afos antes al comienzo de
este trabajo (Brividoro, Com. pers.). En la Tabla 2.3 se indican los individuos seleccionados

para el estudio.

El criterio de seleccion de los grupos fue dado por:

1. Todos los grupos debian contar con mas de un individuo juvenil en su composicion,
con el fin de poder contemplar en todos los casos interacciones entre juveniles.

2. En la sumatoria de los grupos seleccionados se debia contar con 3 individuos de
cada categoria (12 en total) mas individuos extra (en caso de tener que hacer
reemplazos).

3. Cercania (menos de 5 km de distancia entre ellos) entre las areas de accion de todos
los grupos, lo cual garantiza similitud en la vegetacion entre las areas de accion y

ademas es una ventaja logistica en el trabajo de campo.

Tabla 2.1 Clasificacion de estadios juveniles.

J1 (entre 1 y 2 afios) J2 (entre 2 y 3-4 afios)
é Tamafio corporal pequefio (1-2kg) Tamafio corporal medio (3-4kg)
té Hembras: clitoris | Machos: Hembras: clitoris se Machos: testiculos mas
3 fino y largo y testiculos hace mas corto y labios | anaranjadosy
:g’ labios vulvares blancuzcos y vulvares se engrosan, comienzan a aumentar
‘q"é finos, sin pequefios. pueden empezar a de tamafio. La
5 manchas aparecer manchas. coloracion del pelaje es

mas oscura
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Tabla 2.2 Composicion de los Grupos.

Grupo MA HA MSA HSA MJ2 HJ2 MJ1 HJ1 MI HI
Huerta 3 6 0 0 0 1 2 1 0 3
Hembra 1 4 0 1 1 1 0 1 0 2
Negra

Alicia 1 4 0 0 1 2 1 2 2 2
Caravana 2 2 0 0 1 0 1 0 0 2
Naranja

TOTAL 7 16 0 1 3 3 4 5 2 9

MA: macho adulto, HA: hembra adulta; MSA: macho subadulto; HSA: hembra subadulta; MJ2: macho juvenil de
categoria J2; HJ2: hembra juvenil de categoria J2; MJ1: macho juvenil de categoria J1; HJ1: hembra juvenil de categoria
J1; MI: macho infante; HI: hembra infante

Tabla 2.3 Juveniles seleccionados para el estudio.

Sexo ID Grupo Edad Madre Intervalo estudiado
/edad cat. (meses)
Feo Al 29 Fea agosto 2014- septiembre 2015
Macho Bongb HN 30 Pandereta agosto 2014- septiembre 2015
J2 Rodrigo CN 24 Anta agosto 2014- septiembre 2015
Samba Hu 24 Frutilla agosto 2014- junio 2015*
Huevo Al 13 Ita agosto 2014- septiembre 2015
Macho Silvio CN 14 Berta agosto 2014- septiembre 2015
J1 Caramelo Hu 18 Dulce agosto 2014- septiembre 2015
Graminea Al 29 Orejas agosto 2014- septiembre 2015
Hembra | Chaucha' Al 29 [ta agosto 2014- octubre 2014**
12 Quena HN 29 Sanca agosto 2014- septiembre 2015
Almendra? Hu 24 Crema octubre 2014-septiembre 2015
Pepa’ Al 14 Orejas noviembre 2014-septiembre 2015
Hembra | Lila' Al 14 Fea agosto 2014- noviembre 2014**
J1 Calimba HN 14 Pandereta agosto 2014- septiembre 2015
Vainilla Hu 18 Tramontana | agosto 2014- mayo 2015**

*muere **perdido. (1) hembras no incorporadas al estudio hormonal debido a las pocas muestras de orina disponibles.
(2) Se incorpor6 posteriormente al inicio del estudio como remplazo de Chaucha. (3) Se incorpord posteriormente al
inicio del estudio como remplazo de Lila. En naranja aquello individuos de los cuales no se realiz6 analisis hormonal
de la orina.

Dinamica social de los grupos de estudio

A continuacion, se describe la composicion de cada grupo y los cambios en estos
durante el periodo de muestreo.

El grupo Hembra Negra (HN) estaba conformado originalmente por un macho

adulto (Djembé¢), 4 hembras adultas (Pandereta, Hacha, Sanca, Arpa), una hembra sub-adulta

35



(Inés), tres juveniles (Bongd, Quena, Calimba) y dos infantes (Anto, Toto). Este grupo tuvo
el primer cambio cuando Inés abandoné el grupo en septiembre del 2014. Otro cambio
sucedid en el periodo abril-mayo 2015 cuando se dio un intercambio de macho central: para
fines de Mayo (2015) el macho original Djembé abandond el grupo por completo y fue
remplazado por Charles, macho que continu6 hasta el final del estudio. Cuando el nuevo
macho ingreso6 al grupo, dos hembras (Pandereta y Hacha) tenian crias de menos de un mes
de edad, las cuales muy probablemente fueron victimas de infanticidio considerando que
ambas murieron el mismo dia, en la época que solo se podia ver a Charles en el grupo. En
ese momento ademads habia dos infantes de cerca de 1 afio (Toto y Anto) y los tres juveniles
bajo estudio (Bong6, Quena y Calimba), ningunos de los 5 sufrié consecuencias fisicas por
esto.

En el grupo Caravana Naranja (CN) no hubo ningun cambio en la composicion de
los adultos (Pacho, Coco, Berta y Antl1) ni en los juveniles (Silvio y Rodrigo). Sin embargo,
los dos infantes (nacidos en abril de 2014) murieron en junio y julio de 2015, la unica cria
que naci6 en el 2015 (cria de Berta) muri6 al poco tiempo (menos de un mes de edad).

En el Grupo Alicia (Al) no hubo ningun cambio en la composicion de los adultos
(Sandro, Fea, Orejas, Ita y Lasin), sin embargo, entre los juveniles se registraron cambios en
la composicion. La hembra J2 Chaucha desaparecié del grupo en octubre de 2014 (por lo
cual lo pocos datos obtenidos de ella no fueron considerados para el anélisis), la hembra J1
Lila también desapareci6 del grupo en diciembre 2014 (las pocas muestras de orina no fueron
consideradas para el analisis hormonal). Esta hembra desapareci6 el dia después de haber
recibido un ataque por parte de una hembra adulta del grupo (Ita), en el cual la arrojé al
suelo, y la mordié causando heridas en la cola. De las 4 crias nacidas en abril 2014, 3
desaparecieron en el periodo mayo- julio 2015.

El Grupo Huerta (Hu) estuvo compuesto por 3 machos adultos (Chocolate,
Granizado y Oreo) y 6 hembras adultas (Tramontana, Limé6n, Crema, Frutilla, Dulce,
Cereza). Oreo probablemente muri6 en julio 2015 considerando que los dias antes de su
desaparicion se lo veia muy débil. Los juveniles fueron Caramelo, Almendra, Samba quien
muri6 en junio de 2015 de neumonia (Anexo 1) y Vainilla quien desaparecié del grupo en
mayo de 2015 y fue vista solitaria en distintas ocasiones en los meses agosto y septiembre

2015.
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2.3. Datos comportamentales
Diserio del cronograma de toma de datos

Los datos comportamentales fueron colectados durante doce meses consecutivos
desde el amanecer hasta el atardecer. Este trabajo intensivo se realizo desde el 29 de agosto
de 2014 hasta el 29 de agosto de 2015 con la ayuda de asistentes de campo previamente
entrenados. Para asegurar la confiabilidad inter-observador se utilizaron los métodos
generales propuestos en Patterson (2001).

Se observo a cada grupo dos dias consecutivos y luego se cambi6 a otro grupo de
forma sistematica, con un orden preestablecido. Cada cuatro dias se realizaron descansos de
3 dias, dentro de los cuales no se tomaron datos comportamentales (Tabla 2.4). Del disefio
de muestreo se completo un total de 222 dias de datos comportamentales en total, obteniendo
en promedio 55.5 + 2.84 dias de toma de datos para cada grupo. En aquellos casos que no se
pudo salir al campo por mal clima (intensas lluvias) el dia fue compensado utilizando uno

de los dias de descanso.

Tabla 2.4. Esquema de muestreo de datos de comportamiento: dias de tomas de datos para cada
grupo (este esquema se repitid un afio de corrido).

Dom | Lun | Mar | Mie | Jue | Vie | Sab | Dom | Lun | Mar | Mier | Jue | Vier | Sab
X X X Al Al CN CN X X X HN HN | Hu Hu

X: dia sin toma de datos de comportamiento, Al: Alicia, CN: Caravana Naranja, HN: hembra negra, Hu: Huerta

Metodologia de toma de datos de comportamiento

Con el fin de explorar las diferencias sexuales y los cambios en el comportamiento a
lo largo del periodo juvenil, asi como su relacion con la expresion de hormonas sexuales se
registraron los comportamientos de hembras y machos juveniles de las dos categorias de
edad (J1 y J2) a partir de la técnica animal foco (Altmann, 1974). La toma de datos focales
fue en periodos de 30 minutos. A lo largo del dia se cambié de individuo focal
aleatoriamente, con la precaucion de obtener en el dia la misma cantidad de focales en todos
los individuos. Ademas, se empled la técnica de muestreo de barrido (Altmann, 1974) cada
10 minutos con el fin de estimar la disposicion espacial de los individuos, estos datos nos

fueron incorporados a esta tesis, seran incorporados en investigaciones posteriores.

Descripcion de los comportamientos
La descripcion de los comportamientos se realizd con los datos obtenidos de un

muestreo piloto realizado durante los meses de mayo y junio del 2014 y de otros etogramas
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realizados en Alouatta caraya (Albuquerque & Codenotti, 2006; Holzmann, 2011; Rafo,
2016) y Alouatta palliata (Baldwin & Baldwin, 1978).

Comportamientos genemles:

° Descanso: individuo inactivo, muchas veces con los ojos cerrados, dentro del
cual se distinguen las siguientes posiciones; sentado, acostado lateralmente,
acostado de espalda, acostado de panza.

. Aseo (También denominado auto-acicalamiento): comportamientos
relacionados con la limpieza de alguna parte de su cuerpo utilizando las manos y la
boca.

o Movimiento: Cualquier traslado de un sitio a otro ya sea por las ramas de los
arboles o suelo, distinguiendo caminatas de corridas.

o Alimentacion: Manipulacion e ingesta de plantas, registrando especie e item
alimenticio.

o Beber agua: 1a obtienen tomandola con la mano de distintos cuerpos de agua
del suelo o cavidades en las plantas y luego se ingiere del goteo de los dedos.

o Eliminacion de desechos: defecar y orinar.

Comunicacion acustica:

° Relincho: voz que asemeja a un relincho suave de un caballo, se realiza con
la boca cerrada y se da en contexto de alimentacion.

° “Muu” y “Uhu” (“llanto”): Muu es una vocalizacién que se asemeja al
mugido de una vaca. Uhu consiste en una vocalizacion de Uuu seguido de una
exhalacion donde también se pronuncia la u. Ambos tipos de vocalizaciones se
perciben y se registran juntas en contextos de aislamiento, en general cuando el
juvenil se encuentra perdido.

° “Aarrr”y “Na”: Emiten estas onomatopeyas en contexto de juego, mientras
se muerden suavemente.

° “Aaaa” (“grito”): vocalizacion aguda e intensa, percibida en contextos de
pelea.

®  Aullidos: vocalizacion de larga distancia.
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Comportamientos agresivos: despliegues realizados en contextos de tension, los cuales son

efectuados en direccion a la aparente amenaza, en algunos casos individuos de otros grupos
y en otros casos a los observadores en caso de encontrarnos muy cerca de ellos:
° Morder rama: el individuo agarra una rama suelta por los extremos con las
dos manos y la mordisquea por el centro mientras vocaliza (“naa ggrr’)
®  Agitar rama: el individuo agita enérgicamente ramas de los arboles.
° Cabeceo: movimientos energéticos de la cabeza de derecha a izquierda y
viceversa
° Mostrar los dientes: apertura parcial de la boca mirando al oponente, a veces
presentando piloereccion.
®  Pelea: Interaccion con otro individuo, en la cual se posicionan enfrentados
con postura cuadrupeda en el cual hay contacto fisico, mordidas, tirones de pelo y
cola, suele estar acompafiado de vocalizaciones “A4A4Ah”. Al final de esta

interaccion alguno o ambos participantes pueden resultar heridos.

Comportamientos sociales:

e  [nteraccion con infantes: consiste en la exploracion de los infantes o recién
nacidos, incluye tocar las manos toman suavemente distintas partes del cuerpo de
los infantes, puede estar combinado con acicalamiento

° Cargar infante: cargar infantes en la espalda o vientre durante los
movimientos.

®  Acicalamiento: interaccion social en la cual un individuo toca y remueve
suciedades del pelaje del otro individuo, puede utilizar la boca o las manos en esta
actividad (GG: cuando el individuo focal realiza acicalamiento, GR: cuando el
individuo focal es acicalado)

e  Intento de lactancia: individuo intenta aproximar la boca a las mamas de
hembras lactantes, la hembra aleja al juvenil cuando este se acerca a su mama
(puede ser la madre o no).

e  Lactancia: juvenil toma leche (su boca toma al pezon de una hembra lactante,

que por lo general es su madre, pero puede haber excepciones)

Juego:
< Juego individual (JI):
e  FExploracion: toman ramas y hojas las manipulan, las sueltan, en ocasiones se
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las llevan a la boca, las muerden, pero no se alimentan de ellas. (JI-Ex)

e  FExploracion en movimiento: el individuo se mueve sin un desplazamiento fijo
hacia un lugar, manipulando ramas, hojas o frutos. (JI-ExM)

. Correteo individual: cuando un individuo se mueve, corre, salta, sin ninguna

direccion en particular y lo hace en un mismo arbol o entre 1 o 2 arboles cercanos.

(JI-corr)

Juego social (JS) (es un caso especial de comportamiento social)

° Solicitud de juego: con la mano un individuo empieza a tocar y tomar la cola,
brazos y cara suavemente de otro individuo. (SJ: Cuando el individuo focal solicita
juego, Le-SJ: cuando otro individuo le solicita juego al individuo focal), puede
desencadenar en juego o puede ser rechazado mediante vocalizaciones o siendo
apartado con las manos.

®  Juego rudo: Interaccion en la cual los individuos estan en contacto
enfrentados, o colgando de la cola, se toman de distintas partes del cuerpo con las
manos y presionan suavemente, se dan pequefios tirones de pelo, empujones y
mordiscones suaves. Por momentos hay cortos abrazos, es decir los individuos se
mantienen agarrados entre ellos sin tironear y mordisquear. Por lo general
acompafiado de vocalizaciones de juego (“Aarr”, “Aaaa” y “Na). Pueden
participar dos o mas individuos. (se distingue si es suave o si es brusco por la
intensidad del juego). Normalmente denominado en ingles rough and tumbe.

° Correteo: dos o més individuos corren por las ramas en circulos, esto esté
combinado con saltos. Los individuos no estan en contacto.

° Persecucion: Un individuo persigue a otro, se identifica claramente a uno
corriendo delante y otro corriendo atras, cuando lo alcanza suele combinarse con

’

manotazos y mordiscones, el perseguido vocaliza en forma de “grito ™.

Comportamiento sexual:

° Inspeccion de genitales: individuo focal toca con su mano o dedos la vulva
de la hembra o testiculos y pene del macho y luego puede llevar la mano a la boca.
También puede acercar su boca y nariz a la vulva de la hembra, olfatear y lamer.

° Copula: individuo focal monta a hembra y se produce una secuencia de
movimientos de introduccion de pene en vagina y empuje.

e  Intento de copula: Cuando el macho realiza todos los movimientos
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relacionados con el comportamiento de copula, sin embargo, no hay penetracion

por que el macho esta mal posicionado.

2.4. Analisis de hormonas

En el analisis de cortisol y testosterona se utilizaron anticuerpos que detectan estas
hormonas directamente, en el caso de la progesterona se utilizo un anticuerpo que detecta
PdG (pregnenadiol-3-glucuronide), este es un metabolito comun producto de la degradacion
de la progesterona que puede dar una estimacion acertada sobre las concentraciones de la
misma (Fujita, Mitsunaga, Sugiura, & Shimizu, 2001). En el caso de los estrogenos se utilizo
un anticuerpo para detectar E1G (estrona-glucuronida), que es un metabolito producto de la
degradacion de estrogenos (O’Connor et al., 2004) el cual, al igual que en el caso de la
progesterona, brinda una buena informacion sobre las concentraciones de estrogenos.

La colecta de orina en monos aulladores negros y dorados en este sitio de estudio no
confirié ninguna dificultad debido a que los individuos se mueven en estrato bajos del bosque

y son faciles de reconocer.

Diserio del cronograma de toma de muestras de orina

Los dias de toma de muestras de comportamiento se combinaron con la colecta las
muestras de orina correspondientes al grupo. Simultdneamente dos asistentes tomaban las
muestras de los grupos que en esa semana no serian seguidos para datos de comportamiento.

Con este esquema se pudieron colectar 2 muestras por semana a cada individuo (Tabla 2.5).

Tabla 2.5 Esquema de colecta de muestras de orina: dias de colecta para cada grupo (este esquema
se repitid un afio de corrido).

Dom | Lun | Mar | Mie |Jue | Vie | Sab | Dom | Lun | Mar | Mie | Jue Vie | Sab
X X X Al* | Al* | CN* | CN* | X X X HN* | HN* | Hu* | Hu*
HN* | HN* | Hu* | Hu* Al CN* | A" | CN*

x: dia sin colecta de muestras, Al: Alicia, CN: Caravana Naranja, HN: hembra negra, Hu: Huerta. (¥) Colecta de
muestras de orina combinado con toma de datos de comportamiento. (#) Solo se colectan las muestras de orina.

Colecta de muestras de orina

La colecta de orina se realizd evitando la contaminacién por heces. Se colecto la
primera orina de la mafiana para garantizar la mayor concentracion de metabolitos (Muller
& Lipson, 2003) y para minimizar la variacion en los resultados dado por la hora de colecta.

En algunos casos esto no fue posible debido a las dificultades del trabajo de campo por lo
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cual se colect6 la siguiente orina (dificultad para distinguir a los juveniles en la oscuridad,
juveniles que orinan en lugares inaccesibles).

Se utiliz6 un dispositivo de colecta ( “Pee-catching”) que fue puesto a prueba en el
trabajo realizado por Rafio (2016), este dispositivo permite la colecta mediante un método
no invasivo (Figura 2.3.1). Ademas, en el muestreo piloto los meses de mayo y junio de 2014
se entrend esta técnica mara maximizar la eficiencia de los colectores. En el campo las
muestras fueron reservadas en conservadoras con geles frios (Figura 2.3.2 y 2.3.3), una vez
en el laboratorio de la Estacion Bioldgica Corrientes (EBCo) se registro el valor de SG
(gravedad especifica, -indice de concentracion de la orina, es equivalente al valor de
creatinina-) de cada muestra de orina colectada con un refractometro de mano (Atago 4410
PAL-10S Digital Hand-Held) (Anestis, Breakey, Beuerlein, & Bribiescas, 2009; Rafio, 2016;
White et al., 2010) (Figura 2.3.4) Este valor sirvid para relativizar las concentraciones de
hormonas obtenidas en cada muestra, por ello los valores de cada hormona se expresan en
ng/ml/SG. Las muestras fueron almacenadas en tubos Eppendorf de 1.5ml en freezer a -20°C

donde se mantuvieron preservadas hasta el analisis.

Figura 2.3. Colecta de muestras de orina.

(1) Colecta de orina con el dispositivo “pee-catching”, (2) almacenamiento de
la orina en contenedores plasticos. (3) Preservacion de las muestras en campo
en conservadoras con geles frios. (4) Medicion de gravedad especifica (SG) de
la orina con refractometro de mano

Analisis de perfiles hormonales mediante ensayos inmuno-enzimaticos (EIA)

Durante los meses junio, julio y agosto de 2016 se analizaron las muestras de orina

en el Laboratorio de Ecologia Reproductiva (YREL) de la Universidad de Yale (EE.UU). El
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envio fue realizado en cajas especiales con hielo seco por un servicio especial de Aerolineas
Argentinas (con los permisos correspondientes). Mediante ensayos inmuno-enzimaticos
(ETIA) se analizaron las concentraciones de Cortisol, Testosterona, el metabolito de
progesterona PdG (pregnanediol-3a-glucuronida), metabolito de estrogeno E1G (Estrona-3-
Glucuronida). En los cuatro casos los EIA fueron validados con ensayos de prueba con
distintas concentraciones de orina para poder seleccionar la concentracion optima de lectura
de cada hormona y de cada categoria de edad y sexo. Se realiz6 EIA en la orina de los 13
juveniles seleccionados para el analisis hormonal (ver Tabla 2.3) (Figura 2.4).

Cortisol (uGC): Por motivos de costos y tiempo no se pudo realizar analisis en la
totalidad de las muestras (1100 muestras de orina en total) por lo que fueron seleccionadas
36 muestras de cada individuo, completando 3 muestras por mes, lo cual proporciona una
buena representacion de la expresion hormonal durante un afo en todos los individuos.
Previamente se realiz6 una validacion y puesta a punto de los reactivos. Se utilizo6 la orina
con una dilucion en buffer fosfato (Agua destilada, NaH,PO4, Na2HPO4, NaCl, Albumina
bovina) de 1:2560. Los valores obtenidos son en: ng/ml/SG. Para detectar los niveles de
Cortisol se realiz6 un EIA utilizando anticuerpos y conjugados provistos por el Laboratorio
de Endocrinologia Clinica de la Universidad de California, Davis. Los coeficientes de
variacion intra e inter-ensayo para uGC promediaron respectivamente entre 5.1 y 15.7% para
el control alto y 7.0 y 22.6% para el control bajo.

Testosterona: Se analizd la testosterona en la orina de los machos juveniles. Se utiliz6
la orina diluida en assay buffer en una proporcion de 1:25. Los resultados son expresados en
ng/ml/SG. Para detectar la testosterona se utilizo el Kit: Testosterone-DetectX®-Arbor
Assay®. Los coeficientes de variacion intra e inter-ensayo para testosterona promediaron
respectivamente entre 12.64 y 17.4% para el control alto y 28.9 y 14.34% para el control
bajo.

PdG (pregnanediol-3a-glucuronida): Se analiz6 el PDG en la orina de las hembras

juveniles. Se utiliz6 la orina diluida en assay buffer con las diluciones; 1:5, 1:10 y 1:25. Los

resultados son expresados en ng/ml/SG. Para detectar PDG se utiliz6 el Kit: PDG- DetectX®-
Arbor Assay®. Los coeficientes de variacion intra e inter-ensayo para PdG promediaron
respectivamente entre 15.06 y 17.94% para el control alto y 11.73 y 30.99% para el control
bajo.

E1G (Estrona-3-Glucuronida): Se analiz6 el E1G en la orina de hembras juveniles.
Se utiliz6 la orina diluida en assay buffer con la dilucion: 1:400. Los resultados son

expresados en ng/ml/SG. Para detectar E1G se utilizo el Kit: £7G- DetectX®-Arbor Assay®.
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Los coeficientes de variacion intra e inter-ensayo para E1G promediaron respectivamente

entre 14.07 y 23.31% para el control alto y 18.67 y 28.75% para el control bajo.

Todos los valores fueron leidos con un espectrofotometro marca BioTek y su software

(Figura 2.4.5).

Figura 2.4. Ensayos inmuno-enzimaticos de las muestras de orina.

1. Muestras de orina organizadas cronologicamente, 2. Dilucién de orina en
buffer, 3. Incorporacion de solucion de sfop en placa con micro-pipeta
multicanal 4. Placa de EIA. 5. Espectrofotometro.

Descripcion de métodos no invasivos para estimar niveles de hormonas.

La metodologia para el analisis de hormonas ha sido extensivamente utilizada
exitosamente en estudios en primates tanto silvestres como en cautiverio. Estudios a lo largo
de los afios han demostrado la validez del uso de orina para analisis hormonales (Tabla 2.6)
y han ampliado en gran forma los conocimientos sobre la endocrinologia del
comportamiento (Anestis, 2010; Fujita et al., 2001; Whitten, Brockman, & Stavisky, 1998).

El anélisis hormonal en primates a través de las muestras de orina (y heces) confiere
una ventaja muy importante: el poder hacer analisis de aspectos fisiologicos en animales
silvestres de manera no invasiva, que no requieren la captura, ni tratamientos de los animales.
Este tipo de metodologia, ademads, es ideal en estos estudios ya que se pueden obtener una
gran cantidad de muestras del mismo individuo un largo periodo de tiempo sin someterlo a
condiciones estresantes (Lasley & Kirkpatrick, 1991).

Para este trabajo se eligi6 analizar orina debido a que metodoldgicamente requiere
un paso menos que el andlisis de heces ya que el EIA se realiza directamente con la orina

diluida (en el caso de las heces debe hacerse una extraccion previa). Ademas, el tiempo de
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la liberacion de la hormona y su aparicion en la orina es de horas, cuando en el caso de las
heces es de dias (Fujita et al., 2001; Heistermann, Mdhle, Vervaecke, van Elsacker, &

Hodges, 1996; Whitten et al., 1998) (Figura 2.4) lo que permite una mayor exactitud en la

comparacion con los comportamientos.

Tabla 2.6. Estudios hormonales a partir de orina realizados en distintos primates.

Especie Hormonas Estudio Autor
Callicebus moloch E1C, PdG Biologia reproductiva (Valeggia et al., 1999) /c
de las hembras
Callithrix Kuhlii Estrogeno, Comportamiento (Nunes, Fite, Patera, & French, 2001) /s
testosterona y paternal
cortisol
Cercopithecus PdG Biologia reproductiva ( Andelman et al., 2009) /s
aethiops de las hembras
PdG, E1C, E Ciclo ovarico (Heistermann et al., 1996) /c
Pan paniscus
(Sannen, van Elsacker, Heistermann, &
Testosterona Rangos de dominancia Eens, 2004; van Elsacker, Sannen,
Mohle, Eens, & Heistermann, 2003) /c
(Marshall & Hohmann, 2005) /s
Personalidad (Anestis & Bribiescas, 2004) /c
Pan troglodytes Cortisol Dominancia y estrés (Muller & Wrangham, 2004b) /s
(Anestis, 2006) /c
Testosterona Dominancia, agresion, (Muller & Wrangham, 2004a) /c (van
comportamiento. Elsacker et al., 2003) /c
Macaca fascicularis Cortisol, Estrés, estatus, edad. (van Schaik, van Noordwijk, van Bragt,
Prolactina, Variacion diaria & Blankenstein, 1991)/s
Testosterona
Gorilla gorilla gorilla | Cortisol Cuidados maternales (Bahr, Pryce, Dobeli, & Martin, 1998) /c
Alouatta seniculus Progesterona Ciclo ovarico (Herrick, Agoramoorthy, Rudran, &
Harder, 2000)/s
Alouatta caraya PdG, E1C Ciclo ovarico, (Rafio, 2016; Rafio, Valeggia, &
estrategias Kowalewski, 2018) /s
reproductivas

c/s: cautiverio/silvestres.

Figura 2.5. Tiempo de expresion hormonal en distintos tipos de muestra (LCR=liquido
cefalorraquideo) (Adaptado de Anestis, 2010).
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2.5. Analisis estadisticos

Se analizaron los datos aplicando modelos lineales mixtos generalizados (GLMM)
(Bolker, 2015) para evaluar las diferencias de comportamientos y expresion hormonal segin
la categoria de edad y sexo, también se usaron estos modelos para analizar la relacion entre
la expresion hormonal y los comportamientos, todos los analisis fueron realizados con el
software R version 3.2.1 (R Core Team, 2016), mediante la plataforma R studio. Las
descripciones de los andlisis seran especificadas en los respectivos capitulos dedicados a los

resultados.
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CAPITULO III

El comportamiento de juveniles de Alouatta caraya

3.1. Introduccion

El objetivo de este capitulo fue analizar la relacion entre el tiempo invertido en
distintos comportamientos sociales y el desarrollo de comportamientos caracteristicos de
adultos (tales como; interaccion con crias, acicalamiento de pares, comportamientos
agresivos, participacion en aullidos, juego social y comportamientos sexuales) con el fin de
poner a prueba la hipdtesis 1 (H1) de esta investigacion. Por otro lado, se estimd el tiempo
invertido tanto por machos como por hembras juveniles en cada actividad general del
repertorio comportamental de estos aulladores: descanso, movimiento, alimentacion e
interacciones sociales. Con esto se pretendid explorar si presentan patrones de
comportamiento similares a los adultos y corroborar que siguen el patréon de
comportamientos reportados para la especie en estado salvaje.

El patron de comportamiento general del género Alouatta estd caracterizado
principalmente por el descanso, seguido de movimiento, alimentacion y, en menor medida,
comportamientos sociales (Tabla 3.1). En términos generales el tiempo dedicado a el
descanso aumenta con la edad mientras que disminuyen los comportamientos mas activos
como movimientos y comportamientos sociales (Miranda, et al., 2005; Prates & Bicca-
Marques, 2008).

Como se mencion6 en el capitulo I (seccion 1.3), algunas de las hipotesis sobre el
periodo juvenil extendido en el orden primates hacen referencia a los patrones
comportamentales, en particular la hipdtesis del tiempo de aprendizaje sugiere que el periodo
juvenil extendido permite a los individuos adquirir aptitudes asociadas a las estrategias
comportamentales de la vida adulta (Joffe, 1997). Diversos estudios (Agostini &
Visalberghi, 2005; Cheney, 1978; Cords et al., 2010; Lovejoy & Wallen, 1988; Maestripieri
& Ross, 2004; Nikolei & Borries, 1997; Pereira, 1988; Rowell & Chism, 1986; van
Noordwijk et al., 2003) en primates han sugerido que los individuos inmaduros exhiben
comportamientos tipicos de su sexo (ver Tabla 1.1, Capitulo I). Este hecho plantea
interrogantes ya que estos repertorios comportamentales diferentes entre sexos no parecen

proveer ventajas adaptativas aparentes durante el periodo juvenil, por lo cual se ha propuesto
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que los comportamientos tipicos de machos y hembras surgen tempranamente en el

desarrollo como preparacion a las demandas de la vida adulta (Rodrigues, 2007) (Tabla 3.2).

Tabla 3.1. Porcentaje (%) de tiempo dedicado a cada comportamiento general en el género Alouatta
en distintos periodos (todos son estudios en grupos silvestres).

comportamiento
Especie general AD SAD JUV INF Autor
A. caraya  Descanso 65-75 60-45 45-55 45
Movimiento 1520 2530 30-25 20 (Prates & Bicca-
] ) Marques, 2008)*
Alimentacion 15 15 15-20 30
Sociales 5 10-15 10 5
Descanso 57.2 51.8 56.3 56.6
Movimient: 18.8 24.2 23.6 234
(.)V1m1en.o (Kowalewski, 2007)
Alimentacion 17.1 13.7 13.2 11.1
Sociales 6.8 10.8 6.9 8.7
A. palliata Descanso 78 - 66.6 14.3
Movimient: 8.3 - 11.6 22.2
ovirmiento (Mufioz, et. at., 2001)*
Alimentacidon 6.6 - 13.3 24.5
Sociales 33 - 8.3 39

AD: adultos, SAD: subadultos, JUV: juvenil; INF: infantes. *Datos obtenidos a partir de los graficos de los
articulos, por lo cual los valores son aproximados, en los otros casos los datos fueron obtenidos directamente de
tablas que los articulos proporcionan.

Tabla 3.2. Resumen de estrategias de la vida adulta, los comportamientos asociados y los
comportamientos relacionados a estas estrategias efectuados durante el periodo juvenil.

Estrategias Comportamientos
Sexo implementadas Comportamientos en adultos esperados en juveniles
por adultos
Cuidados Acicalar, amamantar, cargar -Interaccion con cria
H parentales cria. (acicalar, explorar o cargara
las crias)
Cohesion de grupo, | Acicalamiento de pares, ser -Acicalamiento de pares
cooperacion acicalado.
Defensa de la Comportamientos agresivos -Comportamientos
M pareja, defensa de (peleas, demostracion agresiva, | agresivos
grupo persecuciones) -Participacion con
Participacion activa en vocalizaciones en
encuentros ente-grupos encuentros entre grupos
-juego social rudo (rough
and tumble)
H/M Apareamiento Monta, inspeccion de genitales, | -Comportamientos sexuales
presentacion, copulas. Monta, inspeccion de
genitales, intentos de
copula/copulas
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Con el fin de explorar si durante el periodo juvenil hembras y machos realizas
comportamientos asociados a las estrategias implementadas en la adultez (Tabla 3.2) se
analizo la frecuencia y tiempo invertido por los juveniles en los siguientes comportamientos

sociales:

Interaccion con crias:

En muchas especies de primates los cuidados parentales son desempefiados casi
exclusivamente por las hembras (por ejemplo; Alouatta palliata (Clarke, 1990); A. caraya
(Kowalewski, 2007; Pavé et al., 2015); Sapajus apella (Fragaszy, Baer, & Adams-Curtis,
1991); Saimiri boliviensis (Williams et al., 1994); S. sciureus (Fragaszy et al., 1991);
Cercopithecus aethiops (Fairbanks, 1990; Struhsaker, 1971); Erythrocebus patas (Chism,
1986); Colobus polykomos, C. guereza (Horwich & Manski, 1975); Papio cynocephalus
ursinus (Lycett, Henzi, & Barrett, 1998); Pan paniscus (Kano, 1980); P. troglodytes
(Nishida, 1983)). Diferentes estudios en especies de primates en las cuales los cuidados
parentales son exclusivos de las hembras han indicado que las interacciones con crias son
comportamientos mas frecuentes entre hembras juveniles que entre machos juveniles (por
ejemplo; Macaca mulatta (Lovejoy & Wallen, 1988); E. patas (Rowell & Chism, 1986); C.
mitis stuhlmanni (Cords et al., 2010); C. aethiops (Lancaster, 1971)). Esto sugiere que este
comportamiento puede ser importante para el desarrollo de aptitudes relacionadas con los

cuidados maternales (Lovejoy & Wallen, 1988; Wallen, 2005).

Acicalamiento de pares:

Ademas de los cuidados parentales, otro comportamiento afiliativo observado
extensamente en el orden primates es el acicalamiento, al cual se le atribuye una funcion
social asociado a mantener cohesion grupal, reduccion de tension (Dunbar, 1991; Schino,
Scucchi, Maestripieri, & Turillazzi, 1988; Seyfarth, 1977) y secundariamente una funcioén
de higiene (limpieza y remocion de ectoparasitos) (Hutchins & Barash, 1976). Este
comportamiento suele ser caracteristico de las hembras en una gran variedad de primates
(por ejemplo; Alouatta seniculus, (Neville, 1972); A. guariba clamitans (Chiarello, 1995);
Ateles geoffroyi (Ahumada, 1992), Sapajus nigritus (Di Bitetti, 1997); Macaca assamensis
(Cooper & Bernstein, 2000) Papio anubis (Frank & Silk, 2009)). En términos generales, se
considera al acicalamiento como un comportamiento importante para mantener la cohesion
del grupo, funcion que ocupan las hembras en varias especies de primates incluido el género

Alouatta (Cords, 2002; Matheson & Bernstein, 2000; Mitchell & Tokunaga, 1976). Algunos
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estudios en juveniles demuestran que este patron es observable en el periodo juvenil siendo
las hembras quienes mas participan en este tipo de comportamiento (por ejemplo; E. patas,
(Rowell & Chism, 1986); C. mitis stuhlmanni (Cords et al., 2010), S. entellus (Nikolei &
Borries, 1997)).

Comportamientos agresivos:

En primates que viven en grupo la agresiéon es un componente esencial para
determinar que individuo tienen acceso a los recursos (como el alimento, agua, sitios de
descanso o pareja) (Honess & Marin, 2006; Kulik, Amici, Langos, & Widdig, 2015).
Ademas, la agresion pude tener un efecto positivo generando cohesién dentro de un grupo
social (Bercovitch, Sladky, Roy, & Goy, 1987; Fan, Xiao, Huo, & Jiang, 2009). En la
adultez, estos comportamientos tienen diferente funcion segun el sexo. Entre las hembras se
asume que las agresiones entre ellas estan mas asociadas a una competencia por los recursos
alimenticios (Silk, Samuels, & Rodman, 1981) dado que el costo energético de los cuidados
maternales las lleva a una alimentaciébn mdas exigente en general (Asensio, Korstjens,
Schaftner, & Aureli, 2008; Heesen, Rogahn, Macdonald, Ostner, & Schiilke, 2014). Sin
embargo, es importante considerar que en muchas especies folivoro-frugivoras la
competencia ligada a los recursos alimenticios no tiene un gran impacto (Heesen et al., 2014;
Isbell, 1991; Wrangham, 1980). En muchos casos, los comportamientos agresivos son mas
frecuentes en los machos que en hembras (Alexander & Roth, 1971; Eaton, Modahl, &
Johnson, 1981; Reinhardt, 1987), teniendo una funcion en la defensa o busqueda de pareja
(Campbell, 2006; Trivers, 1972), y la proteccion del grupo social durante los encuentros
entre-grupo (Fernandez et al., 2013; Kowalewski, 2007; Majolo, Ventura, & Koyama, 2005).
En adultos de 4. caraya se ha reconocido que los comportamientos agresivos son mas
frecuentes en machos que en hembras debido a que son ellos los encargados principalmente
de la defensa del grupo en general (y de las hembras) ademés de la necesidad de evitar ser
expulsados del grupo por machos invasores (Bravo & Sallenave, 2003; Di Fiore & Campbell,
2011). La aparicioén temprana en la ontogenia de los comportamientos agresivos puede servir
como una practica de estrategias agonistas que seran Utiles en la vida adulta y proveer
ventajas a largo plazo sobre la capacidad de obtener recursos limitantes (Watts & Pusey,

2002; Wolfheim, 1977; Young, Coelho, & Bramblett, 1982).
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Aullidos:

Asociado a lo anterior, es importante destacar la participaciéon en sesiones de
aullidos. A las vocalizaciones de larga distancia se les ha atribuido distintas funcionalidades
como la defensa del area de accion/ recursos alimenticios (Da Cunha & Byrne, 2006; Da
Cunha & Jalles-Filho, 2007; Fan et al., 2009; Horwich & Gebhard, 1983), evasion del
infanticidio (Kitchen, 2004) y la defensa de pareja (Holzmann, 2011; Kitchen, 2004; Sekulic,
1982). En el estudio realizado por Holzmann (2011) en A. caraya (N=34, 2 grupos) y A.
guariba (N=45, 2 grupos) silvestres en Misiones Argentina, se encontr6 que los aullidos son
realizados principalmente por los machos quienes participaron en el 100% de las sesiones
de aullidos, mientras las hembras solo participaron el 23% (N total de aullidos=79), ademas
no se encontraron asociaciones entre las frecuencias de aullidos con la disponibilidad de
alimento ni con la presencia de crias lactantes. La autora sugiere que los aullidos son
principalmente un despliegue agonista que funciona para la defensa de la pareja y descartan
su funcion en la defensa del area de accion/alimento o la evasion del infanticidio.
Opuestamente a estos resultados, los experimentos de play-back realizados por Da Cunha &
Byrne (2006) en un grupo silvestre de A. caraya (N=11-14) concluyen que la funcién
principal de los aullidos es la regulacion de uso de espacio (del area de accion), lo cual
consistid en mantener a otros grupos alejados de su area de accion, aunque los autores
admiten que es posible que en parte los aullidos de los machos tengan funcion secundaria en
la defensa de la pareja y aullidos de las hembras puedan cumplir una funcion en la proteccion
de los infantes (Sekulic, 1983). Aunque las funciones de los aullidos en el género Alouatta
esta discutida, parecerian estar liderados y realizados mas frecuentemente por machos

(Fernandez et al., 2013; Kitchen, 2004; Kowalewski, 2007).

Juego social:

El juego social es un comportamiento tipico del periodo juvenil en primates (por
ejemplo; Saimiri sciureus (Baldwin, 1969); Papio anubis:(Owens, 1975); P. hamadryas:
(Leresche, 1976); Pan troglodytes (Hayaki, 1985; Lonsdorf et al., 2014)). El juego es
considerado una forma de entrenamiento de aptitudes motoras y sociales (Bekoff & Byers,
1998; Biben, 1998; Burghardt, 2005; Govindarajulu et al., 1993; Pellis, Pellis, & Bell, 2010)
y por ello tiene un rol fundamental en el desarrollo. El juego rudo (“rough and tumbe”) en
particular, ha sido observado ampliamente en muchos primates, y se ha propuesto que sirve
como entrenamiento para adquirir aptitudes para peleas (Burghardt, 2005), en este caso este

comportamiento estara mas difundido en el sexo mas vinculado con la defensa del grupo o
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pareja (Kulik et al., 2015; Lonsdorf et al., 2014; Maestripieri & Ross, 2004; Paukner &
Suomi, 2008).

Comportamientos sexuales:

Aunque hay pocas investigaciones durante el periodo juvenil, algunos estudios han
observado la presencia de estos comportamientos en individuos inmaduros (P. cynocephalus
(Gesquiere et al., 2005); Macaca mulatta (Lovejoy & Wallen, 1988); Erythrocebus patas
(Rowell & Chism, 1986)). En A. caraya adultos tanto machos como hembras expresan
comportamientos sexuales caracteristicos (por ejemplo; en hembras: inspeccion de genitales,
sacar la lengua, presentacion; y en machos: inspeccion de genitales, monta) (Rafio, 2016).
En este trabajo se exploraron si estos comportamientos se exhiben tempranamente en el

desarrollo de 4. caraya.

Los objetivos de este capitulo consisten en describir los patrones de comportamiento
de los juveniles de Alouatta caraya y observar las diferencias segln el sexo en los distintos
comportamientos. Ademads, intentaremos interpretar en qué etapa del periodo juvenil van
surgiendo estos comportamientos.

Para ello se pone a prueba la siguiente hipotesis (H1) (capitulo I):

H1. El periodo juvenil extendido es una etapa en la cual los individuos adquieren aptitudes
utiles para la vida adulta. Los adultos de ambos sexos expresan diferentes estrategias
comportamentales, por lo tanto, los individuos de cada sexo comienzan a expresar

comportamientos caracteristicos de su sexo a medida que van creciendo.

% P1 Las hembras juveniles invertirin mas tiempo que los machos juveniles en la
interaccion con las crias y esto aumentara con la edad.

+¢ P2 Las hembras juveniles invertiran mas tiempo que los machos juveniles en los
acicalamientos de pares y esto aumentard con la edad.

¢ P3 Los machos juveniles invertirdn mas tiempo que las hembras juveniles en los
comportamientos agresivos y esto aumentara con la edad.

¢ P4 Los machos juveniles invertiran mas tiempo que las hembras juveniles en los
aullidos y esto aumentara con la edad.

¢ P5. Los machos juveniles invertirdn més tiempo que las hembras juveniles en los

juegos sociales y esto aumentara con la edad
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% P6. El tiempo invertido en comportamientos sexuales (monta, inspeccion de

genitales) aumentara con la edad en ambos sexos

3. 2. Métodos

La colecta de los datos estd detallada en la seccion 2.3, del capitulo II. A
continuacion, se describen los anélisis estadisticos especificos para responder a las preguntas
de este capitulo.

Modelo estadistico:

Con el proposito de poner la prueba nuestra hipdtesis se compar6 en detalle distintos
comportamientos sociales: interaccién con crias, acicalamiento dado, comportamientos
agresivos, aullidos, juego social y comportamientos sexuales en relacion al sexo y edad. Se
realizaron 6 GLMMs (aproximacioén de méxima verosimilitud) con la funcién glmmadmb
del paquete “glmmADMB” (Fournier et al., 2012). La unidad de muestreo esta dada por
cada individuo por mes, y la variable dependiente (VD) en cada caso es una proporcion:
tiempo (segundos) del comportamiento/tiempo (segundos) de observacion total (proporcion
de tiempo empleado por cada individuo en una determinada actividad por mes), los efectos
fijos (variables explicativas) son el sexo (macho- hembra) y la edad (en meses) y se
considerd a la identidad del individuo (ID) anidado en el grupo al que pertenece como efecto
aleatorio (Tabla 3.3). Debido a que la variable respuesta consiste en una proporcion se
realizaron GLMMs con la familia “beta” (funcion de enlace: “logif”). Como la funcion de
enlace “logit” no esta definida para los valores de 0 y 1, debi6 emplearse una correccion de
la VD (VD= (VD x (n-1) + 0.5)/n ; donde n es el nimero de datos total) (Smithson &
Verkuilen, 2006). El ajuste del modelo se evalud utilizando un test de razon de maxima
verosimilitud (LRT), para ello compramos modelos con variaciones en un efecto fijo, este
analisis es valido teniendo en cuenta que en todas las comparaciones los efectos aleatorios
son los mismos (individuo anidado en grupo) (Bolker et al., 2009). En los casos que la
variable explicativa categdrica (sexo) resultara significativa en el modelo se realizé un test
a posterior del tipo Bonferroni (correccion de tipo fdr) (Verhoeven, Simonsen, & Mclntyre,
2005) con la funcioén glht del paquete de R multcomp (Hothorn, Bretz, & Westfall, 2008).
La no-correlacion entre efectos fijos y la homogeneidad de residuos también fue verificada
graficamente (qq-plot y grafico de efectos fijos versus residuos). Todos los anélisis
estadisticos fueron realizados con R a través de la plataforma R-studio, version 3.2.1 (R Core

Team, 2016). La significancia estadistica fue fijada en 0.05 para todas las interpretaciones.
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Analisis cualitativo:

Con el fin de investigar los resultados de una forma cualitativa (dado que el analisis
de las subcategorias dentro de cada comportamiento en algunos casos arrojo un bajo nimero
de datos) para comprender otros aspectos dentro de cada comportamiento se exploraron las
frecuencias de comportamientos sociales y sus subcategorias en relacion a cada categoria de
sexo y edad (en este caso la edad como variable categorica J1 y J2); interaccion con cria
(exploracidn, cargar cria y comportamientos agresivos hacia la cria), agresivos (pelea,
persecucion), en este caso también se analizd graficamente a quien estaban dirigidos estos
comportamientos (edad y sexo del contrincante y si pertenece al grupo o no), juego social
(rudo, correteo y mixto), comportamientos sexuales (copula, inspeccion de genitales, intento
de copula.). Para realizar estas comparaciones se calcularon las tasas para cada categoria

sexo x edad [(frecuencia de comportamiento / horas de observacion total) * 100].

Tabla 3.3. Definicidon de variables de los modelos GLMM.

VARIABLE DEFINICION
Variable dependiente (VD) (proporcion)
M1: Interaccion con cria (IC) min.=0.003; max.=0.05; X=0.006+0.007
M2: Acicalamiento (AC) min.=0.003; max.=0.11; X=0.01+0.02
M3: Agresivo (AG) min.=0.003; max.=0.004; X=0.01+0.002
M4: Aullidos (AULL) min.=0.003; max.=0.049; X=0.005+0.001
MS5: Juego social (JS) min.=0.003; max.=0.187; X=0.04+0.05
Mb6: Sexuales (SEX) min.=0.003; max.=0.01; X=0.003+0.002
Variables independientes
Efectos fijos

Sexo Factor: 2 niveles, hembra (H), macho (M)

Edad min.=12; max.=42; X=27.73 £7.29
Efectos aleatorios

Individuo (ID) Factor: 13 niveles (13 individuos)

Grupo Factor: 4 niveles (grupos: HN, Hu, Al, CN)

3.3. Resultados
Patrones de comportamiento de actividad diaria:

Se completaron 222 dias de seguimiento en total con el fin de registrar las tendencias
comportamentales en machos y hembras durante el periodo juvenil. Se colectaron un total
1800 horas de observacion animal-foco sobre los 13 juveniles del estudio. En la Tabla 3.4
se observa el detalle de la cantidad de dias y horas durante los cuales se colectaron de datos

comportamentales por cada individuo.
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Tabla 3.4. cantidad de horas comportamiento
animal focal obtenidas para cada individuo.

Grupo dias  Individuo Horas focal

Hu 55 Almendra 115
Vainilla 85
Caramelo 227.12
Samba 86

HN 56 Calimba 188.61
Quena 147.12
Bongo 157.61

Al 59 Graminea 97
Pepa 79
Feo 113.28
Huevo 94.78

CN 52 Silvio 217
Rodrigo 192.62

Para la descripcion general de los comportamientos se consideraron las categorias
descanso, movimiento, alimentacion y comportamiento social. El andlisis de los perfiles de
comportamiento de los juveniles estudiados indica un patron similar entre ellos (Figura 3.1).
Invirtiendo mayor cantidad de tiempo de su actividad en el descanso (55.3= 2.9 %,
CV=5.25%), seguido por la alimentacion (19.6 +2.56 %, CV=13.38%), el movimiento (17.6
+2.21 %, CV=12.56%), y las interacciones sociales (7.6 = 1.78%, CV = 23.5%), siendo

similares para todas las categorias de sexo y edad (J1-J2) (Figura 3.2).

Figura 3.1. Porcentaje de tiempo empleado en cada actividad por individuo.
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Figura 3.2. Porcentaje (%) de comportamientos generales para cada categoria de

sexo y edad.
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Diferencias en los distintos comportamientos sociales en relacion al sexo y la edad:

En términos generales los comportamientos sociales consisten en el 7.6% del tiempo

de observacion. En otras palabras, de 1540 horas de observacion total 116.73 horas

corresponden a interacciones sociales (4.56 min/hora). El tiempo (minutos/hora

observacion) de cada individuo dedicado a cada comportamiento social se resume el en la

tabla 3.5.

Tabla 3.5. Tiempo (minutos /hora de observacion) dedicada a cada comportamiento social en

cada individuo.

Individuo 1C AC AGR AULL JS SEX sexo /edad
ALMENDRA 0.967 0.205 0.069 0.015 1.996 0.003 H-J2
QUENA 0.088 2.497 0.175 0.000 1.184 0.000 H-J2
GRAMINEA 0.436 0.320 0.142 0.010 1.986 0.000 H-J2
PEPA 0.115 0.163 0.002 0.000 0.936 0.004 H-J1
VAINILLA 0.857 0.455 0.043 0.012 2.509 0.000 H-J1
CALIMBA 0.091 2.561 0.123 0.000 1.431 0.000 H-J1
BONGO 0.020 2.270 0.073 0.746 1.302 0.014 M-J2
FEO 0.160 0.351 0.081 0.486 2.590 0.064 M-J2
RODRIGO 0.070 0.136 0.099 0.006 3.103 0.000 M-J2
SAMBA 0.031 0.293 0.020 0.000 3.172 0.105 M-J2
CARAMELO 0.216 0.169 0.073 0.030 2.186 0.144 M-J1
SILVIO 0.068 0.198 0.089 0.000 3.217 0.002 M-J1
HUEVO 0.152 0.037 0.176 0.037 2.783 0.002 M-J1

IC: interaccion con cria, AC: acicalamiento, AGR: comportamientos agresivos, AULL: participacion en aullidos, JS: juego
social, SEX: comportamientos sexuales.
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Para comprender como se desarrollan las diferencias sexuales durante el periodo juvenil
se analizaron diferentes comportamientos sociales en detalle. En general, el comportamiento
social mas frecuente fue el juego social (64%), seguido del acicalamiento (23%) y en menor

medida los otros comportamientos (Figura 3.3).

Figura 3.3. Porcentaje de tiempo dedicado a cada comportamiento social
por todos los juveniles de 4. caraya.
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En el andlisis estadistico (GLMM) de cada comportamiento social, se hallaron
resultados estadisticamente significativos en los comportamientos de interaccion con crias
(IC), acicalamiento de pares (AC), aullidos (AULL) y juego social (JS) para alguna de las
variables explicativas (sexo o edad) (Tabla 3.6). En el caso de las interacciones con cria y
acicalamiento de pares la variable sexo resultd relevante para el modelo, en el caso de los
aullidos la interaccion de ambas variables (sexo x edad) y en el caso del juego social también
ambas variables (pero no en interaccion, es decir: sexo + edad) (Tabla 3.7). En los
comportamientos agresivos (AG) y sexuales (SEX) no se hallaron relaciones
estadisticamente significativas entre el tiempo dedicado a cada comportamiento y las

variables explicativas (sexo y edad).
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Tabla 3.6. Seleccion de modelo mediante test de razon de méaxima verosimilitud (LRT).

MODELO MAXIMA DEVIANZA GL Pr.
VEROSIMILITUD (Chisq)

Interaccion con cria Modelo seleccionado: IC~sexo

Modelo completo

IC ~sexo x edad 666.99

Modelo reducido 1 (sin interaccion)

IC~sexo + edad 666.4 1.18 1 0.28

Modelo reducido 2 (sin edad)

IC~sexo 666.29 0.23 1 0.63

Modelo reducido 3 (sin sexo)

IC~1 662.29 7.84 1 0.01**

Acicalamiento Modelo seleccionado: AC~ sexo

Modelo completo

AC ~sexo x edad 575.42

Modelo reducido 1 (sin interaccion)

AC~sexo+edad 574.95 0.94 1 0.33

Modelo reducido 2 (sin edad)

AC~sexo 573.83 2.25 1 0.13

Modelo reducido 3 (sin sexo)

AC~ 1 571.89 3.87 1 0.05*

Comportamientos agresivos Modelo seleccionado: AG~ 1 (nulo)

Modelo completo

AG ~sexo x edad 754.75

Modelo reducido 1 (sin interaccion)

AG~sexotedad 754.26 0.98 1 0.32

Modelo reducido 2 (sin edad)

AG~edad 754.21 0.11 1 0.74

Modelo reducido 3 (sin sexo)

AG~ 1 754.2 0.004 1 0.95-

Aullidos Modelo seleccionado: AULL~sexo x edad

Modelo completo

AULL ~sexo x edad 737.47

Modelo reducido 1 (sin interaccion)

AULL~sexo+edad 737.47 10.27 1 0.01%*

Juego Social Modelo seleccionado: JS~sexo + edad

Modelo completo

JS~sexo x edad 367.23

Modelo reducido 1 (sin interaccion)

JS~sexo+edad 366.78 0.906 1 0.34

Modelo reducido 2 (sin edad)

JS~sexo 361.11 11.33 1 0.001%**

Modelo reducido 3 (sin sexo)

JS~edad 364.77 4.01 1 0.05*

Comportamientos sexuales Modelo seleccionado: SEX~1 (modelo nulo)

Modelo completo

SEX~sexo x edad 789.92

Modelo reducido 1 (sin interaccién)

SEX~sexo+edad 789.92 0.002 1 0.96

Modelo reducido 2 (sin edad)

SEX~sexo 789.91 0.002 1 0.96

Modelo reducido 3 (sin sexo)

SEX~1 789.4 0.034 1 0.31
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Tabla 3.7. Resumen de los modelos GLMM seleccionados para cada comportamiento social.

P

Interaccion con cria: modelo seleccionado contiene VE: sexo

Varianza de los efectos aleatorios 0.02+0.15

0.00
0.001**x*

Acicalamiento :

modelo seleccionado contiene VE: sexo

Varianza de los efectos aleatorios 0.2.29¢-6+0.01

0.00
0.05%*

Agresivo :

modelo seleccionado es el nulo

Aullidos

Edad (meses)
Sexo(M)x edad
Varianza de los efectos aleatorios 5.84¢e-5 £0.0003

modelo seleccionado contiene VE: edad x sexo

0.00
0.01**
0.94
0.01%*

Juego Social

Edad (meses)
Varianza de los efectos aleatorios 3.47e-7 £0.0006

modelo seleccionado contiene VE: edad + sexo

0.00
0.05%*
0.001%*x*

Sexual

modelo seleccionado es el nulo

En todos los casos el intercepto esta dado por los valores de las hembras cuando la edad es igual a cero. VE:

variable explicativa.

A continuacion, se expresan en detalle los resultados obtenidos para cada tipo de
comportamiento social (interaccion con crias, acicalamiento de pares, comportamientos

agresivos, aullidos, juego social y comportamientos sexuales):

Interaccion con las crias:

En el analisis estadistico (GLMM) no se encontrdé un efecto estadisticamente
significativo dado por la edad. Sin embargo, se hallaron diferencias entre sexos (Tabla 3.6);
las hembras (0.43+0.4 min/h) participaron mas en interacciones con crias que los machos
(0.1 min/h) (Figura 3.4) (Test de comparacion multiple tipo “Bonferroni” método de ajuste
fdr: M<H, estimado= -0.48 + 0.13, p<0.001). Expresado en tamafio del efecto; las hembras

realizaron este comportamiento 0.33min/h mas que los machos (en otras palabras, por dia,

las hembras realizan este comportamiento 7.92 min mas que los machos).
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Figura 3.4. Tiempo (min /horas de observacion) dedicado
al comportamiento de interaccidn con cria para cada sexo.
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En el analisis cualitativo de las interacciones con crias se encontrd que el 72% fueron
casos de exploracion y acicalamiento de la cria, el 25% estuvo dado por cargar a la cria en
los desplazamientos y el 3% dado por agresiones hacia la cria, ya sea demostraciones
agresivas, peleas o persecuciones (en ninglin caso se registraron dafios fisicos) (Figura 3.5a).
En el analisis de estos tres tipos de interaccion con cria en relacion a las categorias discretas
sexo (M—-H) y edad (J1-J2), hubo diferencias en el comportamiento de cargar crias siendo
predominante en hembras J2 (73.14%). Ademas, mientras que la exploracion de la cria fue
mayor en hembras J1 (45.13%), los comportamientos agresivos fueron pocos en general
(3%) siendo mayor en machos J1 y hembras J1 (34.74 y 44.23% respetivamente) (Figura
3.5b).

Figura 3.5. Porcentaje de tiempo dedicado a: (a) cada tipo de interaccion con crias en
general y (b) seguin cada categoria de sexo y edad.
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INT: exploracion de cria, CAR: carga cria, AGR: comportamiento agresivo hacia la cria.
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Acicalamiento:

En el analisis estadistico (GLMM) de los acicalamientos dados no se encontrd una
relacion con la edad, pero si se hallaron diferencias estadisticamente significativas en
relacion al sexo (Tabla 3.6). Las hembras (0.8+0.9 min/h) pasaron mas tiempo acicalando a
otros individuos que los machos (0.2+0.8 min/h) (Test de comparacion multiple tipo
“Bonferroni” método de ajuste fdr: M<H, estimado= -0.26+0.13, p<0.05) (Figura 3.6).
Expresado en tamafio del efecto; las hembras realizaron este comportamiento 0.6 min/h mas
que los machos (en otras palabras, por dia, las hembras realizaron este comportamiento 14.4

min mas que los machos).

Figura 3.6. Tiempo (min /horas de observacion)
dedicado al acicalamiento para cada sexo.
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Comportamientos agresivos:

En este caso, no se encontrd una relacion significativa entre los comportamientos
agresivos y el sexo o edad de los individuos (Tabla 3.6).

En el andlisis cualitativo, al considerar los tres tipos de interacciones agresivas
(demostracion agresiva, pelea, persecucion) se observd una diferencia en relacion a las
categorias discretas de edad y el sexo. Mientras que la pelea fue el comportamiento mas
comun en hembras J1 y J2 y machos J1, en machos J2, la demostracion agresiva fue mas

importante que la pelea (Figura 3.7).
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Figura 3.7. Tasas de los distintos tipos de comportamiento agresivo segun sexo (M,

H) y edad (J1, J2).
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Ademas, en el analisis de la direccion de las interacciones agresivas se observaron
patrones distintos segun el sexo y la edad (Figura 3.8). En hembras J1 la mayor cantidad de
comportamientos agresivos fue hacia individuos de otros grupos (36%), en hembras J2 hacia
hembras adultas del mismo grupo (49%), en machos J1 a hembras adultas e infantes (26 y

20% respetivamente) y en machos J2 a individuos de otros grupos (35%).

Figura 3.8. Direccion de las interacciones agresivas para cada categoria de edad y sexo de los
juveniles. Porcentajes de eventos de interaccion agresiva de los juveniles con cada categoria
sexo/edad del otro individuo.

H-J1 H-J2
10%
M2
8%
MA
204
M1 o
M-J1 M-J2
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H2
HA M2 204
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I: infante, H1: hembra J1, H2: hembra J2, HA: hembra adulta, M1: macho J1, M2: macho J2, MA: macho adulto, EX:
individuo de otro grupo, SD: sin dato.
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Aullidos:

En el analisis GLMM la interaccidon entre ambas variables (sexo x edad) resultd
estadisticamente significativa (Tabla 3.6). Si bien cuando son mas pequenos el tiempo
dedicado a los aullidos fue similar en machos y hembras, a medida que crecieron los machos
aumentaron el tiempo dedicado a este comportamiento mientras que las hembras
mantuvieron los bajos valores durante todo el periodo juvenil (Figura 3.9). En términos
generarles el tiempo dedicado a los aullidos fue mayor en machos (0.18+0.3 min/h) que en
hembras (0.006+0.006 min/h). En el analisis cualitativo, teniendo en cuenta las frecuencias
de todos los aullidos (Nw=103) registrados en juveniles, el 93 % (N=97) estuvo dado por

machos J2.

Figura 3.9. Proporcion de tiempo dedicada a los aullidos (tiempo en seg
aullando/tiempo total de observacion en seg) a lo largo del periodo juvenil en machos
y hembras de A. caraya.
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Grafico resultante del modelo GLMM seleccionado con los estimados de la Tabla 3.7 para el
comportamiento aullidos.

Juego social:

Para este comportamiento, en los analisis GLMM ambas variables explicativas
resultaron significativas (Tabla 3.6). Por un lado, el tiempo dedicado al juego social fue
mayor en machos (2.62 min/h) que en hembras (1.67 min/h) (andlisis a posteriori, ajuste
bonferrini, correccion de tipo “fdr”: estimado=0.33+0.13, p<0.05). Ademas, el tiempo
dedicado al juego disminuy6 con la edad (Figura 3.10). Esto indica que los machos dedicaron

22 minutos mas por dia a esta actividad que las hembras (magnitud de efecto de 0.91 min/hs).
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En la Figura 3.11 se pueden observar las variaciones observadas mes a mes en el porcentaje

de tiempo dedicado al juego social en hembras y machos.

Figura 3.10. Proporcion de tiempo dedicada a juego social (tiempo en seg en juego social/tiempo
total de observacion en seg) a lo largo del periodo juvenil en machos y hembras de A. caraya.
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Grafico resultante del modelo GLMM seleccionado con los estimados de la Tabla 3.7 para el comportamiento juego
social.

Figura 3.11. Porcentaje (%) de tiempo dedicado al juego social en (H) hembras y (M) machos.
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Las barras corresponden a los promedios de la proporcion de JS para cada edad (meses). Barras de error con desvio
estandar.
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En el andlisis cualitativo se observo que de los juegos sociales predominé el rudo
(83%, N=2306), seguido de correteos (corr) (13%, N=369) y en menor medida juegos que
consisten en una combinacién de ambos (mix) (3%, N= 87), dichos tipos de juego se

distribuyen de forma similar en las categorias de sexo y edad (Figura 3.12).

Figura 3.12. Porcentaje de tiempo dedicado a (a) cada tipo de juego social en general, (b) para
cada categoria de sexo y edad.
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Comportamiento sexual:

En el analisis GLMM ninguna variable explicativa (sexo, edad) resulto significativa
(Tabla 3.5).

En el andlisis cualitativo, se puede ver que la frecuencia de comportamientos sexuales
fue mayor en machos que en hembras (Figura 3.13). La falta de diferencias en el andlisis
estadistico puede deberse a que la frecuencia de este comportamiento fue muy baja (38
eventos en 1800 horas de observacion) y la proporcion de tiempo dedicado a ellos también
por lo cual los analisis estadisticos empleados no tuvieron el poder de encontrar diferencias

estadisticamente significativas.

Figura 3.13. Tasa de comportamientos
sexuales en hembras (H) y machos (M).
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Estos comportamientos se dieron principalmente en machos J2 (50%, N =19) y J1
(39.47%, N=15) y en mucha menor medida en hembras J2 (7.89%, N=3) y J1 (2.63%, N=1).
De estos comportamientos sexuales la mayoria corresponde a inspecciéon de genitales
(65.79%, N=25), en menor medida intento de copula (21.05%, N=8), y hubo 4 casos de

copulas (10.53%, N=4) que se dieron en un solo individuo (Caramelo: macho J1).

3.4. Discusion

Los comportamientos generales (descanso, alimentacion, movimiento y sociales)
exhibieron patrones similares a los encontrados en otros estudios en la especie. En el analisis
de los comportamientos sociales se encontrd diferentes tendencias seglin el comportamiento
estudiado, algunas apoyando nuestras predicciones (interaccion con cria (P1), acicalamiento
de pares (P2), participacion en aullidos(P4), juego social (P5)) y otras no (comportamientos

agresivos (P3), comportamientos sexuales (P6)).

Patrones de actividad generales
La proporcion de tiempo dedicada a cada actividad general (descanso, movimiento,

alimentacion, socia) result6 similar a otros estudios realizados con esta especie (Tabla 3.8).

Tabla 3.8. Porcentaje de tiempo dedicado a el descanso, movimiento, alimentacion y
comportamientos sociales en distintos estudios en Alouatta caraya.

Estudio Descanso Movimiento alimentacion Sociales Sexoy edades  Siti0

(Bicca-Marques & Brasil

Calegaro-Marques,

1994) 80-55 30-15 20-10 5-12  todos*

(Bravo & Sallenave, Chaco,

2003) 57 16 19 8 todos Argentina

Chaco,

( Kowalewski, 2007) 58.65 18.97 15.53 6.87 todos Argentina

(Prates & Bicca- Brasil

Marques, 2008) 56 23 15 4 todos

(Rafio, 2016) 58.3 17.5 16.83 567  hembras adultas EBCo
Juveniles EBCo

Este estudio 55.28 19.56 17.58 7.58 ambos sexos

*Todos incluye todas las categorias de sexo (machos y hembras) y edad (adultos, subadultos, juveniles,
infantes)

Comportamientos sociales
En el analisis de los distintos comportamientos sociales se pueden observar ciertas
diferencias segin sexo y edad. En términos generales, de forma similar a lo que ocurre en

otros estudios (Tabla 3.9) nuestros resultados soportan la hipotesis 1 (H1: “El periodo juvenil
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extendido es una etapa en la cual los individuos adquieren aptitudes utiles para la vida adulta.
Los adultos de ambos sexos expresan diferentes estrategias comportamentales, por lo tanto,
los individuos de cada sexo comienzan a expresar comportamientos caracteristicos de su
sexo a medida que van creciendo”). Por lo cual, este estudio consiste en una evidencia mas

que reconoce al periodo juvenil como una instancia de aprendizaje para la vida adulta.

Tabla 3.9. Diferencias sexuales y en la edad en el comportamiento en distintos estudios en
primates juveniles.

Especie M. mulatta (c)  C. mitis (s) S. entellus (s) E. patas (c) A. caraya (s)
(Lovejoy & (Cords et al., g\; lrli?el:l & (Rowell & Este estudio
Wallen, 1988) 2010) ’ Chism, 1986)
1997)
N 6M /5H 13M/11H 4M / 4H 11IM /9H ™M | 6H
M:4.1+ 0.9 M<H M:0.02 M:0.1 £0.07
Interaccion con )
cria H:12.5+ 0.8 H: aumenta H: 0.23 H:0.42 £+ 0.04
(n/h) con edad (min/h) (min/h)
M:2.6+ 0.7 M:2.5% M:0.5 M:0.19 £ 0.17
Acicalamiento
M< H
de pares H:2.6+ 0.8 H:10.9% H:4.0 H:0.8+0.9
(n/h) (min/h) (min/h)
M:0.3+ 0.6 M:0.34+ 0.65 M:0.17 M: disminuye M:0.09 £ 0.04
Com con la edad
. reslz'vos H:0.2+ 0.1 H:03£0.06  H:0.24 H:0.09 + 0.06
& (n/h) (n/h) (n/h) H: aumenta con (min/h)
la edad
M:0.18 + 0.3,
Vocalizaciones aumenta con edad
de larga - - - -
distancia H: 0.006+0.006
(min/h)
M:12.3 M:10.0 M:2.62 + 0.68
Juego social H:3.9 i ) H:5.0 H:1.67 + 0.59
& (n/h) (min/h) (min/h)
M/H: disminuye M/H : disminuye
con la edad con edad
M:2.1 M:0.05 + 0.06
Comp. sexuales | 1. g ] ] M>H H:0.001 + 0.002
(n/h) min/h*

M: machos, H: hembras, (c): cautiverio y (s): silvestres;; en negrita los casos con efecto estadisticamente significativo en los
comportamientos dado por la edad o el sexo. * en este estudio las diferencias en comportamientos sexuales no son estadisticamente
significativos en analisis GLMM pero si en analisis cualitativo (ver texto).
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Interaccion con crias:

Los resultados de este estudio apoyan parcialmente la prediccion (P1). Si bien es un
comportamiento mas difundido entre las hembras (0.42 + 0.1 min/h) que entre los machos
(0.1 £ 0.07 min/h), no se observa un efecto marcado de la edad. Estos resultados son
similares a estudios realizados en otras especies como el mono patas (E. patas) donde las
hembras inmaduras participan mas en estos comportamientos que los machos (Rowell &
Chism, 1986), en mono azul (C. mitis stuhlmanni) donde las hembras juveniles se aproximan
a los infantes mas que los machos juveniles (Cords et al., 2010) y macaco rhesus (M. mulata)
juveniles donde la frecuencia de aproximacion a las crias es mayor en hembras que en
machos) (Lovejoy & Wallen, 1988) (Tabla 3.9). Junto con estas investigaciones, los
resultados de nuestro estudio consisten en una evidencia mas para apoyar la hipotesis que
sostiene que la interaccidn con crias y cuidados alo-parentales dado por hembras juveniles
podria constituir un entrenamiento para el futuro (Lancaster, 1971), considerando que en el
género Alouatta el comportamiento de cuidados parentales es desempefiado casi
exclusivamente por las hembras (Calegaro-Marques & Bicca-Marques, 1993; Di Fiore &
Campbell, 2011).

A diferencia de los estudios en mono azul (C. mitis stuhimanni) (Cords et al., 2010)
donde las interacciones con cria aumentan con la edad, en este estudio no se encontré una
relacion entre el tiempo dedicado a la interaccidon con infantes y la edad, lo que sugiere que
en A. caraya este proceso de aprendizaje comienza tempranamente. Sin embargo, la forma
en que las hembras juveniles interactiian con los infantes varia con la edad. Cuando son mas
pequefias (J1) las interacciones con las crias consisten principalmente en acicalarlas y
explorarlas. Cuando crecen (J2) el comportamiento de cargar a las crias se hace mas
frecuente. Este comportamiento adquiere relevancia ya que ademas de ser una actividad util
para adquirir aptitudes para la vida adulta (Calegaro-Marques & Bicca-Marques, 1993;
Forster & Cords, 2005), consiste en ser un cuidado alo-parental lo cual confiere una ventaja
también para las madres (Ross & MacLarnon, 2000).

Los cuidados alo-parental ocurren cuando un individuo distinto de la madre pasa
tiempo cargando y cuidando de los infantes (Ross & MacLarnon, 2000). En A. caraya, las
hembras subadultas son aquellas en las que predomina este tipo de comportamiento
(Calegaro-Marques & Bicca-Marques, 1993). En el estudio realizado por Calegaro-Marques
& Bicca Marques (1993) en Alouatta caraya silvestres observaron que el 67.4% de los
cuidados consistian en cargar a las crias durante desplazamientos (ya sean cortos o largos),

29.2% en descansar junto a las crias y el 3.4% ayudar a las crias en momentos de peligro
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(principalmente cruzar de un arbol a otro en lugares abiertos). En general los machos adultos
de A. caraya no participan activamente en el cuidado de crias, esto es consistente con los
resultados de este estudio en el cual para machos juveniles la interaccion con crias es baja

(significativamente menor que en las hembras).

Acicalamiento:

En el andlisis de los acicalamientos dados vemos que nuestra prediccion (P2) se
cumple parcialmente; aunque hay diferencias con el sexo del individuo, siendo las hembras
las que mas realizan acicalamientos (hembras: 0.8 + 0.9 vs. machos: 0.19 £+ 0.17), no hay
una variacion apreciable en este comportamiento con la edad. De forma similar con el caso
de la interaccion con cria, este comportamiento afiliativo parece surgir tempranamente en el
desarrollo. Los estudios en langur comun (Semnopithecus entellus) atribuye la mayor
cantidad de acicalamientos dados por las hembras juveniles (Tabla 3.9) a la ventaja dada por
adquirir una posicion social en la jerarquia del grupo (Nikolei & Borries, 1997), sin embargo
en A. caraya las hembras juveniles dispersan del grupo natal ademdas de no contar con
estructura jerarquica marcada, por lo cual sugerimos que en este caso la mayor tasa de
participacion de las hembras en la realizacion de acicalamientos esta asociada a una

adquisicion de aptitudes para la vida adulta.

Comportamientos agresivos.:

Alouatta caraya es una especie sin jerarquias sociales marcadas en ninguno de los
dos sexos, donde en la cual las agresiones intra-grupo son escasas (0.005 eventos por
individuo/hora) (Kowalewski, 2007), las pocas interacciones agresivas que se evidencian en
adultos se dan en los encuentros con otros grupos (sesiones de aullidos, demostraciones
agresivas dadas por cabeceos y agite de ramas) y en menor medida peleas con contacto fisico
casi exclusivamente dirigida a machos satélites (Ferndndez et al., 2013; Kowalewski, 2007).
Es razonable entonces, que durante el periodo juvenil solo el 2% de las interacciones sociales
corresponden a interacciones agresivas (promedio 0.09 = 0.05min/h). Nuestras predicciones
(P3) para este comportamiento no se cumplieron; asi como no se encontraron diferencias
estadisticamente significativas entre machos (0.09 = 0.04min/h) y hembras (0.09 +
0.06min/h), tampoco se observaron cambios en la agresion asociados a la edad. Estos
resultados sugieren que en términos generales la ejecucion de esta actividad no se relaciona
con los roles que adquirirdn de adultos (en los cuales los machos estdn mas asociados a

defensa de territorio y peleas que las hembras).
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Aunque en términos generales nuestra prediccion no se cumple, en el andlisis
cualitativo cuando se explord a quien estan dirigidas dichas interacciones, encontramos
en los comportamientos agresivos de los juveniles cierta relacion con los
comportamientos de los adultos. En particular, es notable que las interacciones agresivas
en machos J2 estuvieron dirigidas principalmente a individuos de otros grupos (35%, N=
14) (Figura 3.8) (tendencia que no se observa en hembras J2), lo cual sugiere que durante
las ultimas etapas de periodo juvenil en machos de 4. caraya se comiencen a desarrollar
comportamientos asociados a la interaccion agresivas con otros grupos, comportamiento
difundido en esta especie principalmente entre los machos (Fernandez et al., 2013;
Kowalewski, 2007).

Al tener en cuenta que tipo de interacciones agresivas predominan (pelea,
demostracion agresiva o persecuciones) surgieron observaciones interesantes. En el caso
de los machos las interacciones de pelea disminuyeron con la edad (J1: 7.24 vs J2: 3.09
n/100hs) (Figura 3.7). Esto sugiere que a lo largo del periodo juvenil los machos podrian
aprender gradualmente a controlar situaciones de conflicto, es decir evitar contacto fisico
en los encuentros o interacciones agresivas con otros individuos del grupo (evitando
causar heridas o la muerte) (Palombit, 1993; Korstjens, Nijssen, & Nog, 2005; Watts et
al., 2006; Pavé et al., 2012; Campbell 2006). Sin embargo, es necesario realizar mas
estudios para verificar si esta tendencia no es un producto del azar considerando la baja

proporcion de comportamientos agresivos hallados en este estudio.

Aullidos:

Con respecto a la participacion en sesiones de aullidos nuestra prediccion (P4) se
cumplié. Es decir, encontramos distintas tendencias en la participacion de aullidos ente
hembras y machos; mientras que en las hembras la participacion en aullidos es baja durante
todo el periodo juvenil, en machos los aullidos aumentan a medida que crecen (Figura 3.9).
Estos resultados reflejan las tendencias observadas en los adultos (Holzmann, 2011;
Kowalewski, 2007), lo cual sugiere que, durante el periodo juvenil, los machos adquieren
aptitudes para la vida adulta asociadas con la defensa del grupo y la proteccion de pareja.

Un caso particular consiste en el del individuo Bongd, perteneciente al grupo Hembra
Negra, donde desde el mes de febrero 2015 comenz6 a observarse machos satélites y
finalmente en abril de 2015 se produjo un recambio de macho central (Djembé por Charles)

(Anexo 2), este proceso llevo varias semanas, en ese periodo Bongo particip6 activamente
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en las sesiones de aullidos lo cual se observd inclusive 2 dias en que el grupo no contaba con

machos adultos.

Juego social:

En primer lugar, en 4. caraya, al igual que otras especies de primates (Hayaki, 1985;
Leresche, 1976; Lonsdorf et al., 2014; Owens, 1975), durante el periodo juvenil el juego
social es el comportamiento social més difundido (62%).

Para este comportamiento nuestras predicciones (P5) se cumplieron siendo un
comportamiento mas predominante en machos juveniles (2.6 + 0.7 min/h) en comparacioén
con las hembras juveniles (1.7 = 0.6 min/h) (en otras palabras, los machos juegan 22 minutos
mas por dia que las hembras). Estos resultados son similares a los observados en otros
estudios en primates juveniles (Saimiri sciureus (Baldwin, 1971), Sapajus apella (Paukner
& Suomi, 2008), M. mulatta (Lovejoy & Wallen, 1988; Maestripieri & Hoffman, 2012); E.
patas (Rowell & Chism, 1986); Papio anubis (Owens, 1975); P. hamadryas (Leresche,
1976); Rhinopithecus roxellana (Li et al., 2011); Pan troglodytes (Hayaki, 1985; Lonsdorf
et al., 2014); Gorrilla gorilla (Maestripieri & Ross, 2004)). El tipo de juego social que
predomina es el rudo (rough and tumbe) (84%), el cual tradicionalmente se ha asociado con
las aptitudes adultas en peleas relacionadas con la defensa del grupo (Paukner & Suomi,
2008) o proteccion de pareja (Maestripieri & Ross, 2004). En A. caraya, estas actividades
son predominantes en los machos (Holzmann, Agostini, & Di Bitetti, 2012; Kowalewski,
Rafio, & Gennuso, 2018; Kowalewski & Garber, 2010). Esto sugiere que en esta especie el
juego social puede constituir un entrenamiento motor y social (Burghardt, 2005) que confiere
ventajas en la vida adulta.

Sin embargo, cabe destacar que, aunque en menor proporcion que los machos, el
juego social es el comportamiento social mas difundido entre las hembras juveniles, lo que
sugiere que este comportamiento también podria tener un rol en las hembras juveniles. Estos
resultados podrian sugerir que

1. Aunque en 4. caraya los comportamientos de pelea sean mas comunes entre machos,
es una aptitud necesaria también para la vida adulta de las hembras.

2. El juego social provee mas beneficios, no solamente relacionados con adquirir
aptitudes relacionadas con comportamientos agresivos.

Nosotros consideramos que ambas explicaciones son parcialmente correctas: por un
lado, es posible que los aprendizajes resultantes del juego social sean ttiles para ambos

sexos, ya sea porque ambos tienen la potencialidad de tener interacciones agresivas, en el
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caso de las hembras una posible competencia (Crockett, 1984), o defensa de las crias ante la
posibilidad de infanticidio (Pavé et al., 2012), pero también porque este tipo de actividad
provee otros aprendizajes, por ejemplo proveer a los individuos de flexibilidad
comportamental (Fagen, 1981; Gennuso et al., 2018; Montgomery, 2014). Esta habilidad se
considera importante para la supervivencia de primates permitiéndole enfrentar un ambiente
ecoldgico cambiante (Poirier, 1969) que también puede ser considerada como una cualidad
adaptativa en un ambiente social dinamico (cambio de macho central, llegada de nuevas
hembras, migraciones, posible separacion del grupo en grupos mas pequenos). El juego
social es una actividad que implica cierta comunicacion (dada por vocalizaciones, intensidad
del contacto, observacion del contrincante) entre los participantes, mediante estas
interacciones los juveniles pueden observar distintos tipos de reacciones en otros individuos
y aprender a interpretarlas (Tacconi & Palagi, 2009), de esta forma tener mayor experiencia
en las relaciones sociales ya sean agonistas o afiliativas.

En forma opuesta a lo esperado (P5), encontramos que el tiempo dedicado al juego
social disminuye gradualmente con la edad (Figura 3.10). De forma similar a los hallazgos
en gorilas (G. gorilla) (Maestripieri & Ross, 2004) y mono patas (E. patas) (Rowell &
Chism, 1986), en A. caraya hayuna gran disminucion del juego a partir de mes 36 (3 afios
de edad) (Figura 3.11), tanto para hembras como para machos. Como en el caso de los
gorilas, el decline general en esta actividad a los 3 afios puede estar asociado con cambios
en la tasa de actividades generales (aumento de tiempo dedicado al descanso) y un aumento
en otras actividades sociales (Maestripieri & Ross, 2004; Watts & Pusey, 2002). Una
explicacion alternativa se relaciona con las etapas del desarrollo cerebral. Aunque a los 3
afios de edad esta especie no estd proxima a la edad de madurez sexual (4 afios en hembras
y 5 en machos) estudios comparativos en primates han demostrado que la edad de
maduracion no tiene una relacion directa con la tasa de desarrollo cerebral o el tamafio del
cerebro (Leigh, 2004), por lo cual es posible que el cese en los juegos comience a ser
evidente debido a que en este momento haya alcanzado un desarrollo cerebral casi completo.
Si bien no hay disponible estudios ontogenéticos del desarrollo cerebral en A. caraya,
estudios morfométricos realizados por Coppo y Resoagli (1978) demuestran que el cerebro
tiene una desarrollo gradual (Capitulo I, Figural.7) (baja tasa de crecimiento), esto
concuerda con el tipo de crecimiento cerebral que se da, por ejemplo, en tamarino marron
(Saguinus fuscicollis) en el cual la gestacion es relativamente corta y la mayor parte del
desarrollo cerebral ocurre luego del nacimiento (periodo infante y juvenil), lo cual se asocia

a un aprendizaje mas gradual de las aptitudes de adulto (Leigh, 2004). Sin embargo, son
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necesarios analisis ontogenéticos tanto de la tasa en el desarrollo del cerebro en general y de
las areas funcionales del cerebro asociadas con el aprendizaje y la cognicion (neocorteza;
(Reader & Laland, 2002), amigdala e hipotdlamo; (Lewis & Barton, 2006)) en esta especie
para poder comprender como es la relacion del desarrollo cerebral con los distintos

comportamientos.

Comportamiento sexual:

En este caso nuestra prediccion no se cumplié (P6); no hubo un aumento en el tiempo
dedicado a comportamientos sexuales con la edad en ninguno de los dos sexos. Ademas,
aunque en los analisis estadisticos no hubo diferencias sexuales significativas, en el analisis
cualitativo de la frecuencia se encontrd que estos comportamientos predominaron en machos
(89.47%). Es posible que el analisis estadistico (GLMM) no haya encontrado estas
diferencias considerando que la frecuencia de este comportamiento es muy baja.

De forma similar a los estudios de Lovejoy (1988) en M. mulatta juveniles, los
comportamientos sexuales parecen ser mas evidentes en machos que hembras (Tabla 3.9),
los autores atribuyen esas diferencias a aspectos fisiologicos dado por los androgenos
prenatales, aunque con nuestro resultados no podemos generar este tipo de inferencias, en el
proximo capitulo sin embargo analizaremos como intervienen las hormonas sexuales en
estos comportamientos para de esta forma analizar si estas diferencias entre machos y
hembras se debieron a distintas tendencias en la expresion de hormonas sexuales.

Cuando se compararon estos comportamientos entre las categorias de edad vemos
que las diferencias ya no resultaron tan evidentes (50 vs. 39.47%), esta falta de diferencias
sugiere que este tipo de comportamientos en los machos comienza a desarrollarse
tempranamente, pero cabe destacar que 13 de los 15 comportamientos sexuales encontrados
en machos J1 corresponden a un individuo (Caramelo). Estos resultados generan nuevas
preguntas acerca de la relevancia de caracteristicas individuales en este tipo de
comportamiento dado por la “personalidad”. Este término hace referencia a diferencias
individuales en el comportamiento que persisten en el tiempo y en diferentes situaciones
(Weinstein & Capitanio, 2008). Si bien los analisis aqui nos permiten hacer inferencias sobre
el comportamiento sexual en juveniles, consideramos que para hacer una correcta
interpretacion de las diferencias segun la edad seria necesario un estudio que contemple las

personalidades (Neuman, 2014).
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En términos generales, nuestros resultados aportan evidencia para considerar que
durante el periodo juvenil se desarrollan ciertos comportamientos relacionados con la
ganancia de aptitudes para la vida adulta, soportando la hipotesis que considera la evolucion
del periodo juvenil extendido en primates proporciona tiempo para el aprendizaje social
(Hipotesis del aprendizaje social). En particular, la interaccién con crias permite un
aprendizaje asociado a los cuidados maternales en las hembras, el acicalamiento de pares
esta asociado a la funcion de las hembras en la cohesion social del grupo, en el caso de los
machos la participacion en los aullidos los prepara para una participacion mas protagonica
en los encuentros entre grupo asociada a su funcion en la defensa del grupo y proteccion de
la pareja. El juego social por su parte, también cumple una funcién en la adquisicion de
aptitudes para la defensa y la pelea en los machos, pero no se descarta que también pueda
cumplir una funcion similar en las hembras, la disminucion de este comportamiento con la
edad podria evidenciar que los individuos han alcanzado la madurez en el desarrollo cerebral,
pero es necesaria mas informacion sobre la morfologia y fisiologia del desarrollo del sistema

nervioso central durante la ontogenia en A. caraya para poder poner a prueba estas hipotesis.

3.5. Conclusiones
En este capitulo se analizaron los comportamientos generales y sociales en juveniles

de A. caraya y se concluyo lo siguiente.

e Las hembras dedicaron més tiempo a las interacciones con cria que los machos, y si
bien en las hembras las interacciones con las crias se dieron en todas las edades, el
tipo de interaccion varia con la edad, ya que las hembras més grandes comenzaron a
cargar las crias.

e [Las hembras dedicaron mas tiempo al acicalamiento de pares que los machos, y no
hay un efecto de la edad. Esto sugiere que este comportamiento se desarrolla
tempranamente en el periodo juvenil de las hembras.

e Sibien el tiempo dedicado a los comportamientos agresivos en general no dependen
de la edad y el sexo, se encontrd6 que hembras y machos presentaron distintas
trayectorias. Mientras que en hembras J1, la mayoria de los comportamientos
agresivos fueron dirigidos a individuos de otros grupos, en hembras J2 fueron
dirigidos principalmente a hembras adultas del grupo. En el caso de los machos, en

los J1 estos comportamientos fueron dirigidos con mas frecuencia a hembras adultas
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e infantes del grupo y por su parte los machos J2 los dirigieron a individuos de otros
grupos

Los aullidos fueron mas frecuentes en machos juveniles y esta frecuencia aumento
con su edad, en hembras en cambio este es un comportamiento poco observado
durante todo el periodo juvenil.

El juego social (especialmente el juego rudo), fue el comportamiento social mas
observado en los juveniles. Este comportamiento ocurri6 mas en machos que en
hembras y en ambos sexos disminuy6 con la edad.

Los comportamientos sexuales fueron poco frecuentes en general. Pero de las pocas
observaciones registradas la mayoria fue en machos juveniles. Hubo una gran

variabilidad individual de este comportamiento.
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Capitulo IV

Perfil de las hormonas sexuales y su relacion con el

comportamiento en hembras juveniles

4.1. Introduccion

En el capitulo anterior vimos que a lo largo del periodo juvenil se pueden distinguir
comportamientos tipicos de hembras. Con el fin de comprender los procesos fisiologicos
que se relacionan con estos comportamientos, en este capitulo exploraremos su relacion con
las hormonas sexuales. En particular, analizaremos los perfiles hormonales y su relacion con
los comportamientos asociados a las hembras, i.e. comportamientos sexuales (inspeccion de
genitales de machos adultos, copulas) o comportamientos no-reproductivos tipicos de

hembras (interaccidn con crias y acicalamiento de pares).

Perfiles de PdG-E1G individuales y comparacion con hembras adultas

De forma similar a lo que ocurre en otros mamiferos, el proceso de ovulacion y ciclo
ovarico en primates se ve reflejado en las hormonas esteroideas circulantes y luego
excretadas en orina. Debido a la relacion entre del ciclo ovarico y la secrecion progesterona
y estradiol, los andlisis de estas hormonas actian como una ventana para observar en qué

fase del ciclo se encuentra un primate de vida silvestre (capitulo I, seccion 1.6).

Utilizacion de metabolitos para estimar el ciclo:

La utilizacion de metabolitos de estradiol y progesterona como la estrona-3-
glucuronida (E1G) y pregnanediol-3a-glucuronida (PdG) respectivamente, obtenidas de la
orina y heces han permitido a los investigadores colectar muestras de forma no invasiva y
asi poder obtener informacion del ciclo ovarico de una gran cantidad de primates en su
habitat natural (ver capitulo I, seccion 1.6). En primates platirrinos los andlisis de
metabolitos de hormonas esteroideas en orina y heces no coinciden con los perfiles
correspondientes a los esteroides circulantes (Ziegler, Sholl, Scheffler, Haggerty, & Lasley,
1989; Ziegler, Savage, Scheffler, & Snowdon, 1987; Ziegler, Wittwer, & Snowdon, 1993;
Ziegler et al., 1996) por lo que es importante tener en cuenta algunos detalles; a diferencia
de lo que se observa en los andlisis de sangre (en los cuales el estradiol presenta dos picos,

uno antes de la ovulacidon y otro después; capitulo I, seccion 1.6), los metabolitos de
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estrégeno aumentan de forma similar a los de progesterona con una elevacion sostenida a lo
largo de la fase lutea del ciclo ovarico. Con este patron, es mas dificil estimar con exactitud
el momento de la ovulacion a partir de muestras de orina, sin embargo, muchos estudios han
indicado el comienzo en el aumento sostenido en progesterona en la orina o heces ocurre
luego del pico de LH en la sangre (para una revision ver Ziegler, Strier, & van Belle, 2009),
mientras que el retraso en la secrecion de estrogenos es mas variable (Ziegler et al., 1993).
De esta forma la PdG permite definir la fase latea del ciclo ovarico. Empiricamente su valor
supera dos veces a la desviacion estandar del promedio de los valores de PdG durante la fase
folicular (Carosi, Heistermann, & Visalberghi, 1999; Rafio, 2016). Entonces, observando la
dindmica de la PdG en los perfiles de las hembras se puede estimar cuando ocurrié la
ovulacion (Rafio, 2016). La observacion de los cambios en los niveles de E1IG es menos
informativa ya que por un lado los perfiles dados por los metabolitos de estradiol no son
reflejo de los perfiles de estradiol en sangre (Ziegler et al., 2009) y ademas puede suceder
que haya un aumento en los niveles de estrogenos a comienzos del ciclo, pero estos niveles
resulten insuficientes para disparar el pico de LH y, por lo tanto, no se produce la ovulacion.
La observacion de los cambios en los niveles de E1G son Utiles para ajustar la estimacion de
la duracion del ciclo ovarico, observando los ‘valles’ que genera esta hormona, se puede

estimar el primer y ultimo dia del ciclo (Rafio, 2016).

Ciclo ovarico en primates platirrinos.

En primates platirrinos un ciclo ovarico es considerado el periodo entre dos
ovulaciones consecutivas (Ziegler, Strier, & van Belle, 2009), que pude ser de 9 dias como
el caso de mono ardilla (Saimiri sciureus) (Ghosh, Hutz, & Dukelow, 1982) a 33 dias en el
caso de mono titi pigmeo (Cebuella pygmaea) (Ziegler, Snowdon, & Bridson, 1990). Con la
excepcion del mono titi pigmeo (con un ciclo més largo que el resto), en general el ciclo
ovarico en platirrinos tiene una duracion menor a los 30 dias siendo asi mas corto que lo
encontrado en catarrinos (24-38 dias).

El ciclo ovérico de Alouatta caraya fue descripto por Rafio (2016) en el mismo sitio
de estudio (EBCo) donde se desarrollo el presente trabajo. El ciclo, entonces, tiene una
duracion de 17 + 2 dias y la fase folicular est4 caracterizada por bajos valores promedio de
PdG (81 £+ 33 ng/ml/SG). El estudio descriptivo de Rano (2016) permitié describir los
niveles promedio de PdG en la orina en distintas etapas: pubertad con valores promedio de

382 + 7 ng/ml/SG, concepcidon con valores promedio de 1048 + 60 ng/ml/SG, preiez
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(seguida de nacimiento) con valores promedio de 2090 + 22 ng/ml/SG, y postparto con
valores promedio de 22 + 1.2 ng/ml/SG.

Los estudios en platirrinos inmaduros son escasos, pero algunos trabajos han
descripto los niveles de hormona en hembras inmaduras (juveniles y subadultas). Estudios
realizados en 10 hembras adultas y 6 juveniles de mono capuchino cai (Sapajus apella) en
cautiverio demostraron que los valores de progesterona (entre 2.2 y 6.6 ng/ml) son similares
a los niveles de estas hormonas en la fase folicular de las adultas (entre 2.7 y 7.1 ng/ml), que
corresponde a la mitad de los valores encontrados en la fase lutea y los valores de estrogenos
son significativamente mas bajos (53 +12 pg/ml) que en hembras maduras (que tiene valores
base de 75 pg/ml a picos de 660 pg/ml ) (Lahoz et al., 2007). En el caso de los aulladores, se
considera que las hembras sexualmente maduras entre los 2.9 a 4.5 afios y pueden
experimentar su primer parto entre los 3.5 a 5 afos (van Belle, 2015). En particular en A.
caraya los estudios realizados en 4 hembras en cautiverio expresan que la madures sexual
ocurre entre los 35 y 42 meses (Kugelmeier et al., 2011). La madurez sexual, en aulladores
es un proceso que comienza con un periodo de “infertilidad adolescente™, el cual esta

caracterizado por ciclos irregulares (van Belle, 2015).

Relacion entre hormonas sexuales (progesterona y estradiol) y el comportamiento

Los primates Platirrinos en general, y algunos Catarrinos, carecen de sefiales
morfologicas conspicuas durante el periodo peri-ovulatorio (por ejemplo; Cercopithecus
aethiops (Andelman, 1987), Saguinus oedipus (Ziegler et al., 1993), Cebus capucinus
(Carnegie, Fedigan, & Ziegler, 2005); Alouatta caraya (Rafio, 2016)), por lo cual los
cambios comportamentales durante el ciclo ovarico en las hembras tienen gran
importancia en la reproduccion (Rafio, 2016). Estudios en distintos primates neotropicales
han asociado los niveles de hormonas sexuales (especialmente progesterona) con los
comportamientos proceptivos (comportamientos afiliativos y sexuales de la hembra hacia
el macho) (por ejemplo; Sapajus apella, (Carosi et al., 1999), Ateles geoffroyi (Campbell,
Shideler, Todd, & Lasley, 2001); Alouatta pigra (van Belle, Estrada, Ziegler, & Strier,
2009), Brachyteles hypoxanthus (Strier & Ziegler, 1997); Saginus oedipus y Callithrix
Jjacchus (Ziegler et al., 1996)).

Ademas de la funcion reproductiva de la progesterona, esta hormona promueve la
afiliacion (Brown et al., 2009; Frye, Petralia, & Rhodes, 2000; Maner, Miller, Schmidt,
& Eckel, 2010; Wirth & Schultheiss, 2006). Por ejemplo, el estudio de Miller (2011) en
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encontr6 que cuando hay aumento en progesterona (durante la fase latea) las mujeres
(N=94) poseen una mayor tendencia afiliativa (gestos amistosos, sociables), y sugiere
entonces que estos cambios comportamentales son parte de la preparacion para el
embarazo, en la que la mujer ademas de los procesos fisioldgicos asociados al embarazo,
se prepara para un largo periodo en el cual hay una gran necesidad de soporte social
(Miller, 2011).

Por otro lado, el estradiol ademas de su relacion con los comportamientos sexuales
(Wallen & Tannenbaum, 1997; Yan & Jiang, 2006), también esta asociado a
comportamientos afiliativos no-reproductivos (Michopoulos, Checchi, Sharpe, & Wilson,
2011). En particular esta hormona, induce la sintesis de oxitocina (Acevedo-Rodriguez,
Mani, & Handa, 2015; Lim & Young, 2006), la cual ademds de estar relacionada con el
parto y la lactancia (Burbach, Young, & Russell, 2006), estd asociada a comportamientos
afiliativos (Anestis, 2010; Campbell, 2008; Donaldson & Young, 2008; Goodson &
Thompson, 2010; Ross & Young, 2009; Veenema, 2008), como los acicalamientos
(Maestripieri, Hoffman, Anderson, Carter, & Higley, 2009), cuidados maternales (Boose,
White, Brand, Meinelt, & Snodgrass, 2018; Feldman, 2012; Finkenwirth, Martins,
Deschner, & Burkart, 2016; Kim, Fonagy, Koos, Dorsett, & Strathearn, 2014; Pedersen,
1997) y vinculos sociales en general (Crockford et al., 2013; Wittig et al., 2014). En
particular, los experimentos en ratas realizados por Champagne et al. (2001) observaron
que al administrar estrogenos a hembras aumentan los receptores de oxitocina en el
cerebro y asociado a esto los cuidados maternales (Champagne, Weaver, Diorio, Sharma,
& Meaney, 2003). La intima asociacion entre estrogeno y oxitocina, refleja la importancia
de las hormonas esteroideas en los comportamientos afiliativos en las hembras
(Campbell, 2008).

Ademds de la accion durante la adultez de las hormonas ovaricas en los
comportamientos sexuales (actuando a nivel del hipotdlamo y el tronco encefalico),
durante el periodo juvenil, estas hormonas también actian en otras partes del sistema
nervioso central (por ejemplo; el hipocampo, el estriado, cerebelo, la amigdala y la
corteza cerebral) involucrdndose asi en la expresion de comportamientos no
reproductivos (actividad motora, resolucion de problemas, agresion, entre otros)
(Cameron, 2004) que comienzan a expresarse durante el desarrollo en la etapa previa a la

maduracion sexual (Schulz & Sisk, 2006).
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En este capitulo ampliaremos los conocimientos sobre la expresion de hormonas
sexuales en hembras de 4. caraya con la descripcion de los perfiles de PAG y E1G durante
el periodo juvenil. Esta nueva informacién aportara un enfoque mas amplio sobre como se
llega a la adultez en cuanto a la expresion hormonal y los comportamientos asociados durante
el desarrollo. En primer lugar, describiremos los perfiles hormonales de las 6 hembras
juveniles de A. caraya, en las cuales analizamos las concentraciones en PdG y E1G de cada
hembra durante un afio. Luego analizaremos la relacion entre la expresion de estas hormonas
y los comportamientos sexuales. Finalmente, teniendo en cuenta el rol de estas hormonas en
el desarrollo del cerebro y la aparicion de los comportamientos de adultos, analizaremos
como es la relacion entre estas hormonas y comportamientos tipicamente asociados a

hembras adultas, como son las interacciones con las crias y acicalamiento de pares.

En particular pondremos a prueba las siguientes hipotesis (expresadas en el capitulo I):

H?2 El aumento en el nivel de Progesterona y Estrogenos a lo largo del periodo juvenil en
las hembras se correlaciona con un aumento en los comportamientos socio-sexuales hacia
los machos adultos (acicalamiento, inspeccion de genitales) relacionados con el desarrollo

de comportamiento tipico de hembras adultas.

% P. En las hembras juveniles los aumentos en la duracion de acicalamiento e
inspecciones genitales en machos adultos se produciran simultdneamente con los

aumentos en los niveles de Progesterona y Estradiol.

H3. El aumento en el nivel de Progesterona y Estrogenos a lo largo del periodo juvenil en
las hembras se correlaciona con un aumento en los comportamientos de cuidados alo-
parentales y acicalamiento de pares relacionados con el desarrollo de comportamiento

tipico de hembras adultas.

% PI1. En las hembras juveniles, los aumentos en la duracion de interacciones con crias
e infantes se producirdn simultdneamente con aumentos en los niveles de
Progesterona y Estradiol.

% P2. En las hembras juveniles los aumentos en la duracion de acicalamiento de pares
se producirdn simultineamente con aumentos en los niveles de Progesterona y

Estradiol.
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4.2. Métodos

Los métodos generales de colecta y procesamiento de las muestras de orina fueron
descriptos en capitulo II. Para estimar la relacion entre los niveles de hormona y los
diferentes comportamientos utilizamos dos métodos: por un lado, en los casos para los que
la frecuencia de eventos fue muy baja (comportamientos sexuales) empleamos estadistica
descriptiva. Por otro lado, para estimar la relacion entre comportamientos de cuidado de cria
y acicalamiento de pares con los niveles de metabolitos de hormonas sexuales (PdG y E1G)
realizamos 2 GLMMs con la funcion glmmTMB del paquete de R “glmmTMB” (Bolker,
2018). La variable dependiente (VD) es la proporcion de tiempo dedicado al comportamiento
(modelo 1: tiempo dedicado a interaccidon con crias (seg)/tiempo de observacion total (seg)
para cada individuo x mes; modelo 2: tiempo dedicado al acicalamiento de pares
(seg)/tiempo de observacion total (seg) para cada individuo x mes). Los efectos fijos
consistieron en las concentraciones de PdG y E1G (ng/ml/SG). Los efectos aleatorios son
los individuos anidados en grupos (Tabla 4.1). Debido a que la variable respuesta consiste
en una proporcion se realizaron GLMMs con la familia “beta” (funcion de enlace: “logit”).
Como la funcion de enlace “logit” no esta definida para los valores de 0 y 1 debioé emplearse
una correccion de la VD (VD= (VD x (n-1) + 0.5)/n ; donde n es el nimero de datos total)
(Smithson & Verkuilen, 2006). Los efectos fijos PdG y E1G fueron centrados y
estandarizados para el andlisis (PdGs: y E1Gs). El ajuste del modelo se evalu6 utilizando un
test de razon de maxima verosimilitud (LRT), para ello compramos modelos con variaciones
en un efecto fijo, este analisis es valido teniendo en cuenta que en todas las comparaciones

los efectos aleatorios son los mismos (individuo anidado en grupo) (Bolker et al., 2009).

Tabla 4.1. Resumen de variables utilizadas en los modelos de GLMM.

VARIABLE DEFINICION
Variable dependiente (VD")
M1: interaccion con cria (IC) Continua: min=0.006; max.=0.054; X=0.014+0.01
MI: acicalamiento de pares (AP) Continua: min= 0.006; max.=0.17; X=0.024 +£0.036
Variables independientes
Efectos fijos*
PdG (ng/ml/SG) Continua: min=3.35; max.=181.35; X=42.69+36.92
PdG« Continua: min=-1.06; max.=3.75; X=0+1
E1G (ng/ml/SG) Continua: min=2.64; méx.=200.29; X=43.87+ 40.71
E1Gg Continua: min=-1.01; max=3.84;X=0+ 1
Efectos aleatorios
Individuo Factor: 6 niveles (Almendra, Graminea, Quena, Vainilla, Per
Calimba)
Grupo Factor: 3 niveles (Hu, HN, Al)
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La no-correlacion entre efectos fijos y la homogeneidad de residuos también fue verificada
graficamente (qqg-plot y grafico de efectos fijos versus residuos). Todos los analisis
estadisticos fueron realizados con R a través de la plataforma R-studio version 3.2.1 (R Core

Team, 2016). La significancia estadistica fue fijada en 0.05 para todas las interpretaciones.

4.3. Resultados

Perfiles hormonales:

Se determinaron los perfiles de metabolitos de E1G (estrona-3-glucuronida) y de PdG
(pregnanediol-3a-glucuronida) de las seis hembras a partir de 452 muestras de orina (Tabla
4.2). La hembra Vainilla (J1) dej6 el grupo 3 meses antes de finalizar el estudio por lo que

hay menos muestras de ella.

Tabla 4.2. Numero de muestras de orina analizadas para cada hembra

juvenil.
Hembra Edad Edad* Grupo N
(categoria)  (meses) muestras
Almendra J2 24 Hu 78
Graminea 12 29 Al 79
Quena 2 29 HN 85
Vainilla J1 18 Hu 53
Pepa 1 14 Al 82
Calimba 1 14 HN 75

*edad aproximada en meses al comienzo del estudio.

Almendra:

El perfil hormonal de Almendra (Figura 4.1) exhibio valores basales de ambas
hormonas (PdG y E1G) desde los 2 afios (24 meses aproximadamente) hasta los 2.5 afios (31
meses aproximadamente), posteriormente ambas hormonas comenzaron a expresar algunos
picos (por ejemplo: E1G; 197 ng/ml/SG y PdG; 382.5 ng/ml/SG) los cuales no fueron
regulares y tampoco alcanzaron niveles cercanos a valores que sugieren ovulacion en

hembras sexualmente maduras (1000 ng/ml/SG).
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Figura 4.1. Perfiles hormonales de Almendra, gris corresponde a E1G y negro a PdG.
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Graminea.

De forma similar al caso anterior, en Graminea los primeros meses de edad los
niveles de ambas hormonas se mantuvieron bajos (promedio 23.01 + 26.3 ng/ml/SG.
Aproximadamente a los 3 afios de edad (entre los 35 y 36 meses) los valores de ambas
hormonas comenzaron a ser mas elevados encontrandose picos promedio de PdG de

aproximadamente 370 ng/ml/SG y de E1G de 170 ng/ml/SG (Figura 4.2).

Figura 4.2. Perfiles hormonales de Graminea, gris corresponde a E1G y negro a PdG.
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Quena:
En el caso de Quena, el estudio comenzd cuando tenia 2 afos y medio (29 meses

aproximadamente). Los valores de E1G en esta juvenil fueron los més altos, los cuales desde
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el comienzo del estudio exhibieron valores elevados (335.5 ng/ml/SG a los 32 meses de
edad. Los niveles de PAG en cambio siguieron un patrén mas similar al de las otras hembras
J2, manteniendo valores basales los primeros meses y expresando picos a partir de los tres

afnos (aproximadamente 38 meses) con picos de hasta 303.7 ng/ml/SG (Figura 4.3).

Figura 4.3. Perfiles hormonales de Quena, gris corresponde a E1G y negro a PdG.
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Vainilla:

A diferencia de los casos anteriores en Vainilla las concentraciones de ambas
hormonas se mantuvieron con valores bajos durante todo el estudio (en ningin momento se
superaron los 150 ng/ml/SG) (Figura 4.4). Esta hembra tenia 1.5 afios (18 meses) en el
comienzo el estudio, a los 30 meses se perdid del grupo (mayo de 2015) y fue avistada

viviendo en soledad unos meses después (junio y agosto 2015).

Figura 4.4. Perfiles hormonales de Vainilla, gris corresponde a E1G y negro a PdG.
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Pepa:
De forma similar al caso anterior, Pepa es una hembra (J1), en la cual se comenzo6 el
estudio con 1 ano de edad (14 meses). En términos generales ambos metabolitos se

mantuvieron con concentraciones por debajo de los 100 ng/ml/SG durante todo el estudio.

Figura 4.5. Perfiles hormonales de Pepa, gris corresponde a E1G y negro a PdG.
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Calimba:

Por ultimo, los datos de Calimba (J1) comenzaron a ser colectados cuando tenia 1
afno (14 meses aproximadamente), de forma similar a las otras hembras J1, predominaron
los valores bajos en ambos metabolitos (PdG y EIG), a partir de los 2 (23 meses
aproximadamente) se comenzaron a observar algunos picos en PdG (227.1 ng/ml/SG), en

cambio las concentraciones de E1G se mantuvieron basales (Figura 4.6).

Figura 4.6. Perfiles hormonales de Calimba, gris corresponde a E1G y negro a PdG.
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En términos generales, se puede observar una diferencia en los perfiles hormonales
de hembras grandes (J2) y chicas (J1). Mientras que las hembras J2 han pasado los +150
ng/ml en los niveles de PdG en repetidas ocasiones sobre todo en la segunda etapa del
estudio, en las hembras J1 tuvieron concentraciones basales de ambas hormonas, sin
embrago, se pueden observar ocasionales picos de PdG por arriba de los 150 ng/ml/SG
(Tabla 4.3). Aunque es posible ver que en las juveniles grandes ambas hormonas presentaron
picos, en ningin caso superaron los 1000 ng/ml/SG. En un andlisis global de niveles de
hormona de acuerdo a la edad se puede ver que ambos metabolitos aumentaron con la edad

(Figura 4.7 y Figura 4.8).

Tabla 4.3. Valores promedio de hormonas en cada individuo, en todos los casos las unidades son
ng/ml/SG, DE corresponde al desvio estandar.

Rango Rango

PdG + (DE) (méx.-min) E1G+(DE) (méx.-min)
Almendra 40.6+60.68 382.52-0.04 33.56+29.73 197.99-0.03
Graminea 53.73+64.25 368.99-0.43 57.15+47.96 227.63-7.01
Quena 62.76+60.62 303.67-0.01 104.69+90.49 383.28-0.065
Vainilla  24.49+23.9 104.2-0.1 21.28+15.12 58.59-1.42
Pepa 42.01+42.63 240.53-0.61 28.48+24.5 133.98-3.86
Calimba  45.89+45.41 227.07-2.52 19.94£12.74 67.08-0.97

Figura 4.7. Concentracién promedio de PdG (ng/ml/SG) en funcion de la edad en (meses). Barras de
error con el desvio estandar.
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Figura 4.8. Concentracion promedio de E1G (ng/ml/SG) en funcién de la edad en (meses). Barras de
error con el desvio estandar.
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Relacion entre los niveles de hormona y comportamientos:

Comportamientos sexuales

Los comportamientos sexuales en hembras fueron muy escasos (N=3) y consistieron
especificamente en inspeccion de genitales del macho central. Se observaron dos eventos
en Almendra el dia 6/3/15 con niveles de 5.64 ng/ml/SG en E1G y 4.03 ng/ml/SG en PdG,
y el dia 20/3/15 con niveles de 13.05 ng/ml/SG en E1G y 4.82 ng/ml/SG en PdG. Por otro
lado, un solo evento se registré en Graminea el dia 12/2/15 con niveles de 14.77 ng/ml/SG
en E1G y 3.3 ng/ml/SG en PdG. De acuerdo a lo perfiles no parece haber una directa

asociacion de los comportamientos sexuales con niveles altos de E1G o PdG.

Comportamiento de interaccion con crias y acicalamiento de pares.

En el analisis de GLMM de comportamiento de interaccion con crias (M1) y
hormonas no se han encontrado correlaciones significativas entre el tiempo dedicado a
interaccion con crias y concentraciones de hormonas (PdG y E1G) (Tabla 4.4). El modelo
seleccionado es el nulo (Tabla 4.5), es decir ninguna de las dos hormonas (PdG y E1G) tiene
efecto en la proporcion de tiempo dedicada a la interaccion con crias.

En el caso del comportamiento de acicalamiento de pares (M2), el analisis de GLMM
exhibid una correlacion positiva ente la proporcion dedicada a este comportamiento y la
concentracion de PdG (Tabla 4.4). Como es de esperarse, en la seleccion de moldeo por LRT
(Tabla 4.5), se concluye que el modelo optimo es aquel que tiene solo PAG como efecto fijo
(AP= PdG+(1|individuo/grupo)) (estimado=0.17 + 0.08, gl=5; p=0.048) (Tabla 4.6). Sin
embargo, este modelo expresa que un aumento de PdG en 36.92 ng/ml/SG (un desvio

estandar) produce un aumento promedio de 0.008 en la proporcion de tiempo dedicada al
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acicalamiento de pares (Figura 4.9). Ademas, cabe destacar que en este caso la comparacion
entre modelo nulo y el modelo que contempla PdG no resulta estadisticamente significativo
(P=0.053) (Tabla 4.4). En resumen, s6lo en el caso del comportamiento de acicalamiento
de pares puede verse una leve tendencia a aumentar la proporcion de tiempo dedicada a este
comportamiento con el aumento de la concentracion de PdG (Figura 4.9); sin embargo, otras

variables deben estar generando efectos bioldgicamente significativos.

Tabla 4.4. Resultados de GLMM de los modelos completos en la comparacion entre
comportamientos interaccion con cria (IC) y acicalamiento de pares (AP) con la concentracion de
hormonas (PdG y E1G).

MODELO ESTIMADO ERROR VALOR Z VALOR P
ESTANDAR

M1: IC=PdG*E1G + (1 |individuo/grupo)

intercepto -4.31 0.14 -31.57 2e-16%**

PdG«*E1Gs 0.05 0.088 0.57 0.56

PdGy -0.07 0.067 -1.06 0.29

E1Gg 0.005 0.072 -0.075 0.94

Desvio estandar de los efectos aleatorios: 0.001
M2: AP=PdG*E1G + (1]individuo/grupo)

intercepto -3.73 0.21 -17.74 2e-16%**
PdGs*E1Gy -0.18 0.12 -1.47 0.14
PdGg 0.27 0.09 2.98 0.003**
E1Gg -0.13 0.09 -1.28 0.2

Desvio estandar de los efectos aleatorios:3.35e-5

Intercepto: corresponde al valor del comportamiento (IC o AP) cuando ambos niveles de hormona estan en su valor
promedio (PdG=42.69 y E1G= 43.87). PAG*E1G hace referencia al efecto de la interaccion entre las dos hormonas en
los comportamientos.

Figura 4.9. Aumento en la proporcion de tiempo dedicada al acicalamiento de pares (AP) en
funcion de los niveles de PdG seglin el modelo GLMM seleccionado, con la siguiente funcion
(familia: beta, enlace “logit”’): AP= EXP (-3.74+0.17xPdGy) /1+EXP(-3.74+0.17xPdGy)
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Los analisis GLMM fueron realizados sobre los efectos fijos centrados y estandarizados (PdGst t), por lo cual el
valor PdGst=0 corresponde a el valor de PdG cuando esta en su valor promedio (42.69 ng/ml/SG), y un valor de
PdGst =1, implica un aumento en 1 desvio estandar del valor promedio de PdG (42.69 + 36.92), con esto en
cuenta se realizd el grafico utilizando PdG no-centrados/ no-estandarizados.
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Tabla 4.5. Seleccion de modelo mediante test de razon de méaxima verosimilitud (LRT).

MODELO MAXIMA  DEVIANZA GL Chi? Pr (Chisq)
VEROSIMILITUD

M1: efecto de hormonas en interaccion con crias (IC)
Modelo completo

IC ~PdG«*E1Ggy na na

Modelo reducido 1 (sin interaccion)

IC~PdG«+E1Gy 257.62 -515.23 1 1 1
Modelo reducido 2 (sin E1G)

IC~PdGy 257.62 -515.23 1 0.0027 0.96
Modelo reducido 3 (sin PdG)

IC~E1Gg 257.15 -514.3 1 0.93 0.33
Modelo nulo

IC~ 1 257.1 -514.2 1 0.1 0.75

M2: efecto de hormonas en acicalamiento de pares (AP)
Modelo completo

AP ~PdG«*E1Gg 200.23 -400.47

Modelo reducido 1 (sin interaccion)

AP~PdG+E1Gs 199.12 -398.24 1 2.22 0.14
Modelo reducido 2 (sin E1G)

AP~PdGyg 198.06 -396.13 1 2.11 0.15
Modelo reducido 3 (sin PdG)

AP~E1Gg 196.54 -393.09 1 5.15 0.02*
Modelo nulo

AP~ 1 196.4 -392.8 3 7.67 0.053-

Tabla 4.6. Modelo GLMM seleccionado para el comportamiento de acicalamiento de pares (AP).

MODELO ESTIMADO ERROR VALOR Z VALOR P
ESTANDAR

intercepto -3.74 0.18 -20.43 2e-16%**

PdGy 0.17 0.08 1.97 0.04*

Desvio estandar de los efectos aleatorios: 4.14e-5

4.4. Discusion

En términos generales, los niveles de ambos metabolitos de hormonas sexuales (PdG
y E1G) mantuvieron niveles promedio bajos (44.91 ng/ml/SG PdG y 44.18 ng/ml/SG E1G)
durante la etapa juvenil temprana. Sin embargo, alrededor de los 31 meses (2 afios y medio)
de edad es posible observar que ambas hormonas empezaron a incrementar sus niveles
debido a la aparicion de picos mas frecuentes (con niveles mayores a 150 ng/ml/SG). Esto
puede reflejar el comienzo de la segunda activacion del eje hipotalamico-hipofisario-gonadal
(la primera es durante el desarrollo embrionario), la cual conduce a la ltima diferenciacion

del sistema nervioso central (Cameron, 2004; Schulz & Sisk, 2006).
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A diferencia de los estudios en individuos inmaduros de mono capuchino cai (S.
apella) (Lahoz et al., 2007), en el cual los niveles promedio de hormonas sexuales eran
comparables con los de las hembras adultas durante la fase folicular, en este estudio los
niveles promedio en PdG fueron mas bajos que los valores obtenidos por Rafo (2016) en la
fase folicular de hembras adultas (40.6 a 62.76 en juveniles vs. 81.33 ng/ml/SG hembras
adultas en fase folicular). Sin embargo, desde los 2.5 afios de edad aproximadamente se
comenzaron a notar la existencia de picos en ambas hormonas generando perfiles
hormonales con una estructura similar a lo encontrado para hembras adultas, aunque con
niveles sustancialmente menores (los picos de PdG en juveniles son de entre 100 a 350
ng/ml/SG mientras que en hembras adultas alcanzan valores mayores a 1000 ng/ml/SG). En
general se observo que los picos de PG (valores mayores a 100 ng/ml/SG) ocurrieron cada
14.3 + 4.86 dias, lo cual es cercano a la duracion del ciclo en hembras adultas de 17 + 2 dias.
Si bien durante el periodo juvenil no se detectaron altos valores en ninguna de las dos
hormonas, por lo cual se considera que no hubo ovulacién en ninguna de las hembras, entre
los 32 y 37 meses es posible observar un comportamiento ciclico en la secrecion de
progesterona.

De la misma manera que se observd en los andlisis de PdG, los perfiles de E1G
también exhibieron un patrén de picos y valles, particularmente en las hembras grandes (J2)
aunque el caso de esta hormona tuvo mas variacion individual. Por ejemplo, Quena presento
altos valores de este metabolito desde el comienzo del estudio (30 meses de edad) mientras
que las otras hembras presentaron valores altos de este metabolito en edades mas avanzadas
y los picos fueron mas esporadicos. Es posible que haya factores sociales relacionados con
esta dindmica, por ejemplo los experimentos de French et al. (1984) en monos titi de cabeza
blanca (Saguinus oedipus) han observado que las concentraciones de estradiol y entrona
responden a cambios en el entorno (French, Abbott, & Snowdon, 1984). Aunque en nuestro
estudio se trata de un solo caso y no podemos hacer inferencias sobre como los estrogenos
responden al entorno social, nuestros resultados sugieren que es importante explorar la
relacion entre estradiol y contexto social tanto en el periodo juvenil como en la adultez. A
diferencia del caso en mono aullador de manto (4. palliata), en el cual no hay cambios en la
concentracion de estradiol a lo largo del periodo juvenil (Clarke et al., 2007), en 4. caraya
se observo un aumento en la concentracion de estradiol con la edad. Sin embargo, es posible
que el caso del mono aullador de manto sea una excepcion (Clarke et al., 2007; van Belle,
2015) considerando que es la tinica especie de aulladores en la cual durante el periodo juvenil

presentan genitalia monomorfica (Crockett & Eisenberg, 1987; Glander, 1980). Por lo cual
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es importante ampliar este tipo de estudios a otras especies de aulladores para corroborar si
realmente esta es la excepcion. Las comparaciones directas en los niveles de estrogenos con
las hembras adultas no son posibles aun en A. carayd ya que los estudios previos de Rafo
(2016) utilizaron conjugados de estrona (E1C), y en el presente trabajo se utilizo estrona-3-
glucuronida (E1G).

Los resultados sugieren que las hembras juveniles comienzan a tener una actividad
ovarica con ciclos hormonales similares a lo que ocurre en hembras adultas, a partir de los
2.5 afos, pero con niveles de hormona considerablemente mas bajo lo que no permite la
ovulacién. Posiblemente en etapas subsiguientes estos picos de hormonas se iran
acrecentando hasta que las hembras exhiban perfiles de hormonas sexuales tipicos de
hembras adultas. De forma similar, es posible observar ciclos anovulatorios durante la
pubertad en otros primates, en los cuales se pueden ver picos y valles de hormonas sexuales
pero sin alcanzar las concentraciones necesarias para la ovulacion (Rhinopithecus roxellana
(Muren, Kusuda, Doi, Naito, & Hashikawa, 2017); Brachyteles arachnoides (Strier &
Ziegler, 2000); Aotus azarae (Corley, Valeggia, & Fernandez-Duque, 2017)). Posiblemente
los ciclos irregulares (y anovulatorios) observados en juveniles correspondan al periodo de

“infertilidad adolescente™ que caracteriza al comienzo de la pubertad (van Belle, 2015).

Hormonas sexuales y comportamiento

Ambas hipdtesis fueron rechazadas ya que en ningin caso hubo una asociacion
importante entre los niveles de hormonas y los comportamientos ya sea sexuales (H2) o de

acicalamiento de pares y cuidado de crias (H3).

Hormonas sexuales y comportamientos sexuales:

Con respecto a los comportamientos sexuales, estos fueron muy escasos (N=3), y en
ningin caso correspondieron con aumentos en la concentracion en ninguna de las dos
hormonas. Aunque es dificil generar conclusiones sobre estos eventos tan aislados es posible
que haya aspectos de la dinamica de grupo, o estado reproductivo de las hembras adultas
que haya influido en la aparicion de estos comportamientos, pudiendo estar més asociados a
una imitacion de las hembras adultas mas cercanas y un aprendizaje observacional (van

Noordwijk et al., 1993) y no a un comportamiento desencadenado por las hormonas.
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Hormonas sexuales y comportamientos no-reproductivos (interaccion con cria y
acicalamiento de pares)

Por un lado, nuestros resultados sugieren que ninguna de las dos hormonas tienen
efectos en el comportamiento de interaccion con crias. Con respecto a los resultados hallados
en la relacion entre el comportamiento de acicalamiento de pares y PdG (Figura 4.3), aunque
el modelo tenga cierta significancia estadistica es importante destacar que el efecto del
aumento de PdG en el comportamiento de acicalamiento de pares es muy bajo en términos
biologicos (el aumento de PdG en 36.92 ng/ml/SG (un desvio estandar) produce un aumento
promedio de 0.008 en la proporcion de tiempo dedicada al acicalamiento de pares). Por lo
tanto, no hay evidencia suficiente para aceptar la hipdtesis 3 (H3: “El aumento en el nivel de
Progesterona y Estrogenos a lo largo del periodo juvenil en las hembras se correlaciona con
un aumento en los comportamientos de cuidados alo-parentales y acicalamiento de pares
relacionados con el desarrollo de comportamiento tipico de hembras adultas™). Posiblemente
estudios en otras hormonas como la vasopresina y la oxitocina, las cuales se asocian a
comportamientos afiliativos en mamiferos en general (Donaldson & Young, 2008; Goodson
& Thompson, 2010; Ross & Young, 2009; Veenema, 2008), puedan aportar mas
informacion sobre la fisiologia tanto de la interaccion con crias como los acicalamientos de
pares durante el periodo juvenil.

A diferencia de lo que ocurre en la adultez en los primates platirrinos, durante el
periodo juvenil en A. caraya las hormonas sexuales no parecerian estar directamente
involucradas con la probabilidad de ocurrencia de un comportamiento (ya sea
comportamientos reproductivos o no-reproductivos). De acuerdo a los perfiles hormonales
en los cuales ambas hormonas se incrementan con la edad, deberia haberse encontrado
también un aumento en los comportamientos asociados a estas hormonas. Posiblemente esto
no fue observado dado que las hormonas sexuales solo tienen un efecto en los
comportamientos cuando el sistema nervioso central ha completado su desarrollo (Cameron,
2004). Por lo tanto, es posible que en esta etapa las condiciones no estén aun dadas a nivel
de desarrollo del sistema nervioso central para que el cerebro responda con cambios
comportamentales asociados a aumentos en los niveles de hormonas sexuales. Sugerimos
entonces que el aumento en las hormonas sexuales en las ltimas etapas del periodo juvenil
(2.5 afios aproximadamente) corresponden al comienzo de la segunda reactivacion del
sistema hipotalamico-hipofisario-gonadal, la cual llevara al desarrollo del cerebro de adulto

(Cameron, 2004; Schulz & Sisk, 20006).
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Una explicacion alternativa seria la existencia de una concentracion de hormonas

umbral relativamente baja (10 ng/ml/SG aproximadamente) para desencadenar estos

comportamientos. Por encima de estos niveles los comportamientos ocurririan sin importar

de cuanto sea el aumento en la concentracion de hormonas, siendo el disparador factores

diversos tales como aspectos sociales de grupo, ambientales o estado de salud. Para explorar

esta opcion es importante realizar nuevos estudios en los cuales se incorporen infantes de

edades menores a 1 afio y comparar con ellos los niveles de hormona y la aparicion de estos

comportamientos. De esta manera se podria explorar si hay valores umbrales de hormona

para la expresion de determinados comportamientos (por ejemplo; acicalamiento de pares,

comportamientos sexuales).

4.5. Conclusiones

Las concentraciones de hormonas sexuales en hembras juvenil de Alouatta caraya
aumentaron alrededor de los 2.5 afios de edad (31 meses). Esto sugiere que a esta
edad comienza la reactivacion de eje hipotalamico-hipofisario-gonadal.

Durante el periodo juvenil no ocurrieron ovulaciones, aunque desde los 2.5 afios se
observaron ciclos de 14.3 + 4.86 dias dados por picos en PdG.

En general los aumentos en E1G fueron similares a los de PdG, aunque en esta
hormona hubo cierta variacion individual. En particular una hembra (Quena)
presentd valores altos de E1G a lo largo del estudio.

No se encontro relacion entre las hormonas sexuales y los comportamientos sexuales.
Solo se encontr6 una relacidon positiva entre los aumentos en PdG con aumentos en
las tasas de acicalamientos, pero esta tendencia es algo leve por lo que debe haber
otros factores (sociales, ambientales) asociados a los aumentos en los acicalamientos

de pares.
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Capitulo V

Perfil de testosterona y su relacion con el comportamiento en

machos juveniles

5.1 Introduccion

El periodo juvenil en machos de 4. caraya es una etapa de cambios en la cual, ademas
de un aumento considerable en el tamafo y oscurecimiento del pelaje (a diferencia de las
hembras), hay algunos cambios a nivel comportamental, como observamos en el capitulo
II1. Con el fin de comprender mejor los procesos fisioldgicos en machos durante el periodo
juvenil y entender como influyen en el comportamiento, exploramos los perfiles de
testosterona de los machos juveniles y su relacion con los comportamientos asociados ya
sean sexuales (inspeccion de genitales de hembras adultas, cépulas, montas) o no-
reproductivos que suelen estar relacionados a la testosterona (comportamientos agresivos y

juego rudo).

Testosterona y comportamiento

En términos generales, la testosterona esta encargada de regular los procesos
fisiologicos asociados a la reproduccion (Wallen, 2001) y los caracteres sexuales
secundarios en machos, como los cambios en el tamafio (Anestis, 2006) y de coloracion en
el pelaje mediante la regulacion de los pigmentos de melanina (Bradley & Mundy, 2008;
Setchell & Dixson, 2001).

Ademas de la importancia en la fisiologia de la reproduccion de los machos, la
testosterona esta asociada a las estrategias reproductivas, como los comportamientos de
copula, monta, y cortejo (Eulemur fulvus rufus (Ostner et al., 2002); Macaca mulatta
(Bernstein et al., 1977; Rose, Holaday, & Benrstein, 1971), M. thibetana (Xia, Li, Sun,
Weed, & Kyes, 2015)). Por ejemplo, el estudio realizado por Xia et al. (2015), en machos
adultos de macaco tibetano (M. thibetana) (N=5 machos) silvestres, encuentra una relacion
positiva entre los comportamientos de copula y la concentracion de testosterona fecal (en
promedio, en la estacion reproductiva la tasa copulas es de 0.54 evento/h y concentracion de
testosterona 12.02 ng/g, y en la estacion no reproductiva la tasa de copulas es 0.07 evento/h

con una concentracion de testosterona de 9.19 ng/g).
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También se ha observado una relacion entre la testosterona y los comportamientos
agresivos (Callithrix kuhlii (Ross, French, & Patera, 2004);, Lemur catta (Cavigelli &
Pereira, 2000); Propithecus verrauxi (Brockman et al., 1998); M. mulatta (Rose et al.,
1971)). Por ejemplo, en el experimento realizado por Ross et al. (2004) con mono titi de
orejas negras (C. kuhlii) (N=5 machos) en cautiverio, encontraron que ante la incorporacioén
de un intruso aumenta la concentracion de testosterona en orina y los comportamientos
agresivos. Los autores sugieren que tanto la secrecion de testosterona como el contexto
social influyen en la aparicion de despliegues agresivos (Ross et al., 2004). Otro ejemplo
similar se observa en colobos ursinos (Colobus vellerosus) silvestres (N=27 machos, 109
muestras), en los estudios realizados por Teichroeb & Sicotte (2008). Estos autores
encontraron que la concentracion de testosterona fecal se correlaciona positivamente con los
niveles de agresion, siendo concentraciones promedio de 43.3 £ 10.9 ng/g cuando no se
registraron eventos de agresion, 53.7 = 26.5 ng/g cuando se observaron agresiones leves
(tironeo de patas demostracion agresiva sin contacto) y 87.8 £ 31.9 ng/g cuando se
registraron agresiones de alta intensidad (persecuciones y peleas con contacto fisico).

En general la importancia de esta hormona en los comportamientos agresivos se
relaciona con la estrategia de los machos en la defensa y proteccion de la pareja (P. verreauxi
(Brockman et al., 1998); C. kuhlii: (Ross et al., 2004); A. palliata (Cristobal-Azkarate et al.,
2006); Colobus vellerosus (Teichroeb & Sicotte, 2008)). Por ejemplo, Brockman et al.
(1998) estudio sifakas de Verreaux (P. verrauxi) silvestres (N=7 machos) y encontraron una
asociacion positiva entre la agresion inter-grupo y las concentraciones de testosterona fecal.
Por otro lado, encontraron una asociacion entre esta hormona y las interacciones intra-grupo,
sugiriendo que los niveles de testosterona se asocian principalmente con el desafio de los
individuos extra grupo.

En el periodo juvenil, el juego social rudo (rough and tumble) es considerado un
forma de adquisicion de aptitudes para el futuro, en particular las de pelea (Burghardt, 2005).
Si bien muchos estudios han explorado esta relacion (Burghardt, 2005; Kulik et al., 2015;
Lonsdorf et al., 2014; Maestripieri & Ross, 2004; Paukner & Suomi, 2008), hay poca
informacion sobre las causas proximas que motivan este tipo de comportamiento. Por
ejemplo, en el estudio de Nadler et al. (1982) en chimpancés (P. troglodytes) en cautiverio
(N=10 machos/11 hembras) se encontrd una correlacion entre testosterona y juego social
solo para los machos. Los autores sugieren que la testosterona ejerce un rol importante en el
desarrollo de los comportamientos durante el periodo juvenil en machos (Nadler, Wallis,

Roth-Meyer, Cooper, & Baulieu, 1987). También, en los experimentos con andrdgenos pre-
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natales en monos rhesus (M. mulatta) realizados por Wallen (1996), se pudo observar que la
aplicacion de androgenos en hembras (pre-natales) aumentaba el comportamiento de juego
rudo durante la infancia (Wallen, 1996). Estos estudios demuestran la importancia de las

hormonas sexuales en el comportamiento de juego.

Testosterona en platirrinos

Algunos estudios han analizado las expresiones de testosterona entre los primates
platirrinos; los cuales exploran la influencia de esta hormona en distintos aspectos, como la
estacionalidad (Brachyteles arachnoides (Strier et al., 1999), Saimiri sciureus (Schiml,
Mendoza, Saltzman, Lyons, & Mason, 1996)), los cuidados paternales (Callithrix kuhlii
(Nunes et al., 2001)), la influencia humana (4louatta belzebul (Monteiro et al., 2013)), la
dominancia y su efecto en la defensa del grupo (Cebus capucinus (Schoof & Jack, 2013)) y
el desarrollo (4. palliata (Clarke et al., 2007); Cebus capucinus (Jack et al., 2014); Saguinus
oedipus (Ginther, Carlson, Ziegler, & Snowdon, 2002)).

En el género Alouatta, las concentraciones de testosterona parecen estar asociadas al
acceso a las hembras (van Belle, Estrada, Ziegler, & Strier, 2009), y responden a aspectos
de la estructura grupal (Rangel-Negrin et al., 2011) y la dindmica poblacional (Cristobal-
Azkarate et al., 2006). En el estudio de van Belle et al. (2009) en machos adultos de mono
aullador negro (4. pigra) (N=14, 343 muestras) en Chiapas (México), encuentra una
correlacion positiva entre el acceso a las hembras y los niveles testosterona. Los machos
centrales resultaron tener un mayor acceso a hembras fértiles y niveles mas elevados de
testosterona (macho central 2.08 + 0.05 ng/g vs. macho no central 1.84 + 0.06 ng/g). Sin
embargo, en los estudios de Rangel-Negrin et al. (2011) en la misma especie (4. pigra) (N=
9, 93 muestras) en otro sitio (Campeche, México), no se encontré una relacion entre los
niveles de testosterona y el nimero de copulas y tampoco una relacion con la frecuencia de
comportamiento agresivo en los grupos multi-macho, pero encontraron que los machos de
grupos uni-macho (3381.4 + 220.94 ng/g) tenian concentraciones mas altas de hormona que
los individuos de grupos multi-macho (1936.7 £ 250.5 ng/g). Los autores sugieren que como
en esta especie la probabilidad de ser desafiado por machos extra-grupo es mayor en grupos
uni-macho, los machos responden a esta competencia inter-grupo aumentando sus niveles
de testosterona (Rangel-Negrin et al., 2011). De forma similar Cristobal-Azkarate et al.
(2006) identifican en el mono aullador de manto (4. palliata) (N=17, 31 muestras) una
asociacion positiva entre los niveles de testosterona con el numero de machos solitarios

cercanos (Cristobal-Azkarate et al., 2006). Con respecto 4. caraya hay s6lo un estudio
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realizado por Moreland et al. (2001) en 3 machos adultos y 3 machos juveniles (N= 6, 450
muestras) en cautiverio, donde no encontraron diferencias significativas en las
concentraciones de testosterona en las heces entre adultos (4.21 £ 0.69 ng/g) y juveniles
(3.11 £ 0.65 ng/g). Si bien se observaron picos de hormonas en dos juveniles, los autores lo
asociaron con las condiciones de cautiverio de ese momento. Aunque la concentracion de
testosterona en juveniles no resulta diferente a la de los adultos, estos investigadores
encontraron diferencias significativas en la calidad espermatica (juveniles posen una mayor
cantidad de espermatozoides anormales y baja supervivencia) (Moreland, Richardson,
Lamberski, & Long, 2001). Si bien este estudio aporta informacion sobre la fisiologia
reproductiva en la ontogenia de A. caraya, no nos permite elaborar conclusiones sobre el rol
de la testosterona durante el desarrollo e influencia en el comportamiento ya que se trata de

individuos en cautiverio en condiciones de experimentacion.

Testosterona en el periodo juvenil

Ademés de los aspectos sociales (por ejemplo; dominancia y proteccion de pareja)
relacionados con la expresion de testosterona, durante el periodo juvenil hay variaciones
relacionadas con el desarrollo ontogénico. El patron general en la secrecion de testosterona
previo a la madurez sexual estd dado por valores elevados los primeros meses de vida,
generado por las células de Leydig fetales (Fouquet, Meusy-Dessolle, & Dang, 1984). Luego
los niveles de esta hormona descienden durante el periodo juvenil, y finalmente en el
comienzo de la pubertad las concentraciones de testosterona vuelven a elevarse. Este patron
ha sido observado en algunos primates no humanos (M. mulatta (Mann, Gould, Collins, &
Wallen, 1989); P. cynocephalus (Gesquiere et al., 2005); Saguinus oedipus (Ginther et al.,
2002)).

En los analisis realizados en individuos inmaduros de babuino amarillo (P.
cynocephalus) (Gesquiere et al., 2005) (N= 81 machos/69 hembras) silvestres, encuentran
que los niveles de testosterona en las heces disminuyen entre la infancia y el periodo juvenil
y vuelven a aumentar en la adolescencia previamente al momento que se da el aumento en
el tamafio testicular (infantes 1-2 afos: 0.32 ng/g; juveniles 3-5 afios: 0.23 ng/g; adolescentes
6-7 anos: 0.28 ng/g). De forma similar en los estudios de Ginther et al. (2002) en titi cabeza
blanca (Saginus oedipus) en cautiverio (N=10), encuentran que entre el primer y segundo
mes de vida las concentraciones de testosterona son elevadas, para luego disminuir durante
el periodo juvenil y finalmente comenzar incrementarse al afio y medio de edad dando paso

a la pubertad (Ginther et al., 2002).
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El final del periodo juvenil en primates se caracteriza por cambios comportamentales,
morfoldgicos, neuroldgicos y endocrinos, junto con el desarrollo de caracteres sexuales
distintivos. Esta etapa esta caracterizada por un incremento en la liberacion de hormona
liberadora de gonadotrofina por el hipotalamo lo que causa un enorme incremento en LH y
FSH, resultando en un crecimiento testicular, producciéon de androégenos gonadales y la
iniciacion de la espermatogénesis (Plant & Witchel, 2006; van Belle, 2015). Por ejemplo,
Clarke et al. (2009) describen los perfiles hormonales en juveniles silvestres de mono
aullador de manto (4. palliata) (N=19 machos/13 hembras) en México, y encuentran un
aumento considerable en la concentracion de testosterona fecal solo en los machos, en la
ultima etapa de su periodo juvenil -a los 3 afios de edad- (1 afio: 19.31 £+ 7.43 pg/ml ; 2 afios:
24.76 + 13 pg/ml; 3 afos: 70.44 + 55.16 pg/ml) (Clarke et al., 2007). De forma similar, Jack
et al. (2014) en sus estudios en mono capuchino (C. capucinus) silvestres (N= 37 machos,
163 muestras) en Costa Rica encontraron que los niveles de testosterona fecal se
mantuvieron basales durante la infancia y el periodo juvenil (de 0 a 6 afios: 2.5 ng/g), y
sufrieron un aumento en la pubertad (entre 6-10 afios: 5.9 ng/g), estos valores se mantuvieron
en machos adultos subordinados y aumentaron considerablemente en el macho alfa (69.7
ng/g). Los autores sugieren que los niveles de testosterona dependen de la etapa en la historia
de vida y en el caso de los adultos del rango de dominancia (Jack et al., 2014). También,
Robbins & Czekala (1997) encontraron en gorilas (G. gorilla) (N=18 machos) que en la
adolescencia (10 afos de edad) los niveles de testosterona en la orina son similares a los de
la adultez (infantes y juveniles: 50 ng/ml; adolescentes: 100 ng/ml; adultos: 120 ng/ml). El
estudio realizado por Anestis (2006) en chimpancés (Pan troglodytes) juveniles y
adolescentes (N=16 machos) en cautiverio también observd un aumento en los niveles de
testosterona en la orina con la edad (4 afios: 100 ng/ml; 7 afios: 150 ng/ml; 9 afios: 200
ng/ml). En este estudio también se encontrd una asociacion positiva ente las concentraciones
de testosterona y la cantidad de comportamientos agonistas (Anestis, 2006).

En este capitulo se explor6 la expresion de hormonas sexuales en machos de A.
caraya con la descripcion de los perfiles testosterona durante el periodo juvenil. Esta nueva
informacion aportara un enfoque mas amplio sobre como se llega a la adultez en cuanto a la
expresion hormonal y los comportamientos asociados durante el desarrollo. En primer lugar,
describimos los perfiles hormonales de los 7 machos juveniles de 4. caraya, en los cuales
analizamos las concentraciones de testosterona de cada macho durante un afo. Luego
analizamos como es la relacion entre la expresion de estas hormonas y los comportamientos

sexuales, agresivos y juego rudo.
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Para evaluar estas preguntas particulares se pusieron a prueba las H4 y H5 (Capitulo I):

H4. El aumento en el nivel de testosterona a lo largo del periodo juvenil en los machos esta
asociado a un aumento en los comportamientos sexuales relacionados con el desarrollo de
comportamiento tipico de machos adultos en esta especie.
«» P. En los machos juveniles los aumentos en la duracion de comportamientos socio-
sexuales hacia las hembras adultas (inspeccion de genitales, intentos de copula) se
producirdn se producirdn simultaneamente con aumentos en los niveles de

testosterona.

HS. El aumento en el nivel de testosterona a lo largo del periodo juvenil en los machos esta
asociado a un aumento en los comportamientos agresivos y de juegos rudos relacionados
con el desarrollo de comportamiento tipico de machos adultos en esta especie.
« P. En los machos juveniles los aumentos en la duracion de comportamientos
agresivos y juegos rudos se produciran simultaneamente con aumentos en los niveles

de testosterona.

5.2. Métodos

La metodologia general de colecta y procesamiento fue descripta en capitulo II. Para
estimar la relacion entre los niveles de hormona y los diferentes comportamientos utilizamos
dos metodologias:

Por un lado, en los casos que la frecuencia de eventos fue muy baja (comportamientos
sexuales) empleamos estadistica descriptiva. En este caso se observd la concentracion de
hormona el dia posterior a la observacion del evento, sin embargo, en los casos que no se
contaba con la muestra de orina indicada se observo la concentracion de testosterona de dias
cercanos a la observacion del evento.

Por otro lado, para estimar la relacion entre comportamientos agresivos y juegos
rudos con los niveles de testosterona realizamos GLMMs con la funcion gimmTMB del
paquete de R “glmmTMB” (Bolker, 2018). La variable dependiente (VD) es la proporcion
de tiempo dedicado al comportamiento (modelo 1: tiempo dedicado a comportamiento
agresivo (seg)/tiempo de observacion total (seg) para cada individuo x mes; modelo 2:

tiempo dedicado a juego rudo (seg)/tiempo de observacion total (seg) para cada individuo x
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mes). Los efectos fijos consistieron en la concentracion de testosterona ng/ml/SG (corregido
por la gravedad especifica de la orina) (ver capitulo II). Los efectos aleatorios son los
individuos anidados en grupos (Tabla 5.1). Debido a que la variable respuesta consiste en
una proporcion se realizaron GLMMs con la familia “beta” (funcién de enlace: “logit”)
(Bolker et al., 2009). Como la funcién de enlace “logit” no esta definida para los valores de
0 y 1 debid emplearse una correccion de la VD (VD= (VD x (n-1) + 0.5)/n ; donde n es el
numero de datos total) (Smithson & Verkuilen, 2006). El efecto fijo testosterona (T) fue
centrado y estandarizado para el analisis (Tst). El ajuste del modelo se evaluo utilizando un
test de razon de méxima verosimilitud (LRT), para ello compramos modelos con variaciones
en un efecto fijo, este analisis es valido teniendo en cuenta que en todas las comparaciones
los efectos aleatorios son los mismos (individuo anidado en grupo) ( Bolker et al., 2009).

La no-correlacion entre efectos fijos y la homogeneidad de residuos también fue verificada
graficamente (qqg-plot y grafico de efectos fijos versus residuos). Todos los analisis
estadisticos fueron realizados con R a través de la plataforma R-studio, version 3.2.1 (R Core

Team, 2016). La significancia estadistica fue fijada en 0.05 para todas las interpretaciones.

Tabla 5.1. Resumen de variables utilizadas en los modelos de GLMM.

VARIABLE DEFINICION
Variable dependiente (VD")
MI1: agresivo (AGR) Continua: min=0.003; max.=0.011; X=0.004+0.01
M2: Juego rudo (JS) Continua: min= 0.003; max.=0.18; X=0.04 +0.05
Variables independientes
Efectos fijos*
T (ng/ml/SG) Continua: min=35.44; max.= 1171.6; X=215.6+197.2
Tyt Continua: min=-0.91; max.=4.85; X=0+1

Efectos aleatorios

Individuo Factor: 7 niveles (Feo, Bong6, Rodrigo, Samba, Silvio, Huevo)
Grupo Factor: 4 niveles (Hu, HN, Al, CN)
5.3. Resultados

Se determinaron los perfiles de testosterona de 7 machos a partir de 479 muestras
colectadas (Tabla 5.1, todos los valores de testosterona reportados se expresan en ng/ml/SG).
En términos generales, se observa un aumento en la concentracién de testosterona con la
edad (Figura 5.1). Lo cual se observa en la comparacion entre las dos categorias de edad (J1:

147 £ 164 ng/ml/SG vs. J2: 278 + 315 ng/ml/SG).
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Tabla 5.2. Numero de muestras de orina analizadas para cada macho juvenil y concentraciones
promedio de testosterona. DE: corresponde al desvio estandar.

Edad Edad N T+ (DE) Rango

Macho Categ. Meses* Grupo muestras (ng/ml/SG) (min.-max.)
Feo J2 29 Al 69 237.2+238.5 29-1263.8
Bongo 12 30 HN 66 507.2+307.3 82.4-1478.9
Rodrigo 12 24 CN 71 136.9+143.7 12.5-794
Samba 12 24 Hu 63 241.6+403.6 10.2-2103.1
Caramelo  J1 18 Hu 73 106.2+87.1 4.8-562
Silvio J1 14 CN 71 162.3+199.6 3-1186.5
Huevo hl 13 Al 66 176.8+180.7 4.2-813.8

* edad aproximada en meses al comienzo del estudio.

Figura 5.1. Relacion entre los niveles de testosterona y la edad en meses.
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Las barras de error son el desvid estandar y los puntos a los valores promedio de hormona para cada edad (en meses).

Perfiles hormonales

A continuacion, se describen los perfiles hormonales de los 7 machos juveniles y se detallan

las concentraciones de testosterona los dias que se observaron comportamientos sexuales:

Feo:

El estudio comenz6 cuando este individuo tenia 29 meses de edad. A los 37 meses
se registraron algunos picos de hormona, y entre los 39 y 40 meses (3.5 afios) los niveles de
testosterona duplicaron las concentraciones iniciales (29-30 meses) (Figura 5.2). Feo
presentd 7 eventos de comportamientos sexuales todos en distintos dias. Estos
comportamientos consisten en su totalidad en inspecciones de genitales de hembras adultas.
En el andlisis cualitativo de los graficos en algunos casos no se encontrd una asociacion entre
la aparicion de estos comportamientos y niveles altos de testosterona. Por ejemplo; el dia

13/3/2015 la concentracion fue 116.7 ng/ml/SG (cinco dias después fue de 245.3 ng/ml/SG).
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Algo similar ocurrid el 21/5/2015 cuando la concentracion era de 69.2 ng/ml/SG (cinco dias
después era de 90 ng/ml/SG). En otros casos los comportamientos sexuales si parecian
coincidir con momentos en que la concentracién de testosterona fue mas elevada. Por
ejemplo, un comportamiento sexual fue registrado el dia 18/12/2014 y al dia siguiente la
concentracion fue de 549 ng/ml/SG, de forma similar el dia 9/4/15 se registr6 un evento de

comportamiento sexual, y la concentracion fue de 983.5 ng/ml/SG.

Figura 5.2. Perfil de Testosterona (ng/ml/SG) de Feo. En negro son los dias que se observaron
comportamientos sexuales
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Bongo.

El estudio comenz6 cuando Bongd tenia 30 meses. Este individuo presentd las
concentraciones mas altas de testosterona en general (Tabla 5.1, Figura 5.3). Sin embargo,
solo present6 4 eventos de comportamiento sexuales. El dia 27/5/2015 se registraron 3
eventos de intento de copulas, la concentracion de testosterona en la orina registradas el dia
siguiente fue de 886.1ng/ml/SG. Por otro lado, en el mes de abril se observo un proceso de
recambio de macho central en su grupo (Hembra Negra). En particular el dia 23/4 se observo
una pelea entre el macho central (Djembé¢) y un intruso (Charles), esté dia Bong6 registrd
sus valores de testosterona mas elevados en todo el estudio (1478.9 ng/ml/SG). La semana
siguiente 28 y 29 de abril el grupo tenia un nuevo macho central “Charles”, a Djembé no se
lo volvié a ver, esta semana (29/4) las concentraciones de testosterona volvieron a bajar

(392.7 ng/ml/SG) (Para mas detalle ver anexo 2).

102



2000
1800
1600

Figura 5.3. Perfil de Testosterona (ng/ml/SG) de Bong6. En negro son los dias que se observaron
comportamientos sexuales. La cruz representa el dia de recambio de macho central (ver texto).

(0] @] [a]
= = W»o
= ‘lousiLc 3 g 2 = S10T/3/8¢
= S10T/8/v1 T 5 = T
| — g S - - S102/8/0C
_ == S107/8/S 5 2 = = S107/8/8
= s100LT < = 3 _E S10Z/L/0E
m ST10T/L/8 » 2 Q — S10T/L/81
= SI0T/L/] m s o = SI107/L/8
== s1009m¢ g 2 § = S107/9/LT
— 29 S E 8 = S107/9/0¢
e C[07/S/LT a Lnuu m — s10¢/9/el
[ w o = == 5107/5/0¢
= CI0T/S/LI g s g £ S107/5/TT
_ = S100/5/8 S 2 E E S10T/S/8
== S107/¥/67 o £ 8 = SI0T//ET
= S107/¥/CC S 5 a - ST0T/Y/11
= SI100/4/11 5 £ & = S10U/p/1
= S107/5/5C o & £ = S107/€/8T
| —— .
_ S10Z/¢/E1 2 9 = S = ool
S — 5] .=
== Sl0Ues g S g < £ SI0T/TVT
_ == S107/7/5C 2 o 2 S E S10T/7/6]
——— S 5§ B © E S10T/T/S
= T 3 o = = S107/1/1€
== SI10T/1/5C 7 oa = 2 £ S1o0z/1/ce
= S10T/1/¥l s 2 4 M = S107/1/91
== V107/Cl/I¢ % 5 E = = S10T/1/2
- 8 2 5 ) == ¥107/1/0T
== ¥107/CI/LI a =& T = £
[ 5 T <« = L ¥10T/C1/9
= vioTeie S & = S E v107/11/8C
e AT Q o 2 = P10/
LAt s % 3 Z __E 10T/
_ == 1102/01/6C £ o4 9 = = ¥107/01/4C
S ¥102/01/8 s = = R £ v107/01/11
=—= ¥1027/01/C Q m o 3 : v10T/01/C
= 1100/6/61 o 2 = m— V10T/6/VC
= S 7 8 = e $10T/6/11
= ¥10T/6/S S 2 5 t
= S = o 2 = $107/8/0€
= ¥107/8/LT S £ € .
s O = 8 . =s8s8s8888s888°
8E888888° 80 o 5 v SO IFTASD®STA
T A S O T A lm < o s ZIIMO@I\wv
—_— o — < < = 5 ﬁE u) I,
(OS/1w/3u) L, > s ‘® 20
) O W &

103




Samba:

En el comienzo de este estudio este individuo tenia 2 afios (24 meses), en los ultimos
meses se registraron las concentraciones de testosterona mas altas de todos los individuos.
Pero es importante destacar que el dia 28/6/2015 (dia con la méxima concentracion: 2103.1
ng/ml/SG) es cuando murio (posiblemente de neumonia, ver anexo 1), por lo cual estos datos
pueden resultar elevados en relacion al estado de salud deteriorado. Los dias en los cuales se
registraron eventos de comportamiento sexual no se obtuvieron concentraciones
particularmente altas de testosterona; el dia 5/10/2014 mont6 a una hembra adulta, el dia
anterior se registro una concentracion de 14.2 ng/ml/SG y cinco dias después de 104.5
ng/ml/SG; ademas en tres ocasiones se registraron inspeccion de genitales; el dia 30/10/2014
con concentraciones de 319.2 ng/ml/SG; el 10/11/2014 con concentraciones 26.1 ng/ml/SG
(3 dias después); y el 26/12/2014 con 109.2 ng/ml/SG (el dia siguiente) (Figura 5.5).

Figura 5.5. Perfil de Testosterona (ng/ml/SG) de Samba. En negro los dias que se observaron
comportamientos sexuales, la cruz representa el dia de su muerte.
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Caramelo:

Este individuo es uno de los que presentd las concentraciones mas bajas de
testosterona (Tabla 5.1), sin embargo, fue el juvenil con mas comportamientos sexuales
(N=13). En particular, los dias 20/02/2015 y 15/5/2015 presento6 cdpulas, y la concentracion
de testosterona de esos dias fue de 205.9 ng/ml/SG y 116.1 ng/ml/SG respectivamente,
Ademés el dia 20/3/2015 presento 5 intentos de copula, ese dia las concentraciones fueron

de 56.2 ng/ml/SG (Figura 5.6).
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Figura 5.6. Perfil de Testosterona (ng/ml/SG) de Caramelo. En negro los dias que se observaron
comportamientos sexuales.
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Silvio:

Este individuo no presentd concentraciones particularmente altas de testosterona
(Tabla 5.1). S6lo despleg6 un evento de comportamiento sexual que consistid en una
inspeccion de genitales de una hembra adulta, ese dia la concentracion de testosterona fue
de 96.2 ng/ml/SG. A los 2 afios (24 meses) (mayo 2015) se puede observar una tendencia a

aumentar las concentraciones de testosterona (Figura 5.7).

Figura 5.7. Perfil de Testosterona (ng/ml/SG) de Silvio. En negro el dia que se observaron
comportamientos sexuales.
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Huevo:

Era el individuo mas joven del estudio, comenzo teniendo un afo (13 meses). Solo presento
un evento de comportamiento sexual que consistid en una inspeccion de genitales, ese dia la
concentracion de testosterona fue de 70.3 ng/ml/SG. Aunque presento valores relativamente
bajos durante todo el estudio, de forma similar al caso anterior (Silvio) la concentracion de
testosterona comenzo a aumentar entre los 21 y 22 meses de edad (mayo-junio 2015) (Figura

5.8).

Figura 5.8. Perfil de Testosterona (ng/ml/SG) de Huevo. En negro el dia que se observaron
comportamientos sexuales
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Relacion entre los niveles de hormona y comportamientos.

Comportamiento agresivo y juego rudo

En el andlisis de GLMM de comportamientos agresivos (M1) y testosterona no se
encontr6 una correlacion significativa (Tabla 5.3). El modelo seleccionado es el nulo (Tabla
5.4), es decir la testosterona no tiene efecto en la proporcion de tiempo dedicada a los
comportamientos agresivos. En el caso del comportamiento de juego rudo (M2), el andlisis
de GLMM exhibié una correlacion negativa ente la proporcion dedicada a este
comportamiento y la concentracidon de testosterona (Tabla 5.3). Como es de esperarse, en la
seleccion de moldeo por LRT (Tabla 5.4), se concluy6 que el modelo optimo es aquel que
tiene T como efecto fijo (JS= T+(1|individuo/grupo)) (estimado=-0.28+0.11, df=5; p=0.01)

(Tabla 5.3). Este modelo expresa que un aumento de testosterona en 197.18 ng/ml/SG (un
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desvio estandar) produce una disminuciéon promedio de 0.28 en la proporcién de tiempo

dedicada al juego rudo (Figura 5.9).

Tabla 5.3. Resultados de GLMM de los modelos completos en la comparacion entre
comportamientos agresivos (AGR) y juego social rudo (JS) con la concentracion de hormona (T)

MODELO ESTIMADO ERROR VALOR Z VALOR P
ESTANDAR

M1: AG=T+(1|individuo/grupo)

intercepto -5.39 0.05 -118.68 0.00%**

Tyt -0.02 0.04 -0.48 0.629

Desvio estandar de los efectos aleatorios:8.7e-7

M2: JS= T+(1|individuo/grupo)

intercepto -3.11 0.13 -23.58 0.00%**
Ty -0.28 0.11 -2.53 0.01*
Desvio estandar de los efectos aleatorios:

Intercepto: corresponde al valor del comportamiento (AGR o JS) cuando los niveles de hormona estan en su
valor promedio (T=215.58ng/ml/SG).

Figura 5.9. Disminucion en la proporcion de tiempo dedicada al juego social rudo (JS) en
funcién de los niveles de T segin el modelo GLMM seleccionado, con la siguiente funcion
(familia: beta, enlace “logit”): JIS= EXP (-3.11-0.28*T) /1+EXP(-3.11-0.28*T)
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Los andlisis GLMM fueron realizados sobre los efectos fijos centrados y estandarizados (Tst), por lo cual Tst=0
corresponde a el valor de T cuando esta en su valor promedio (215.6ng/ml/SG), y un valor de Tst =1, implica un
aumento en 1 desvio estandar del valor promedio de T (215.1+197.2), con esto en cuenta se realizo el grafico
utilizando T no-centrados/ no-estandarizados.
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Tabla 5.4: seleccion de modelo mediante test de razon de maxima verosimilitud (LRT)

MODELO MAXIMA DEVIANZA GL Chi? Pr (Chisq)
VEROSIMILITUD
M1: efecto de hormonas en comportamiento agresivo (AGR)

Modelo completo

AGR ~ Ty 431.3 -862.6
Modelo nulo
AGR ~ 1 431.2 -854.4 1 0.24 0.62

M2: efecto de hormonas en juego social rudo (JS)
Modelo completo

JIS~Tgy 199.9 -391.98
Modelo nulo
JS~1 196 -391.98 1 7.82 0.005%*

5.4. Discusion

De forma similar a los resultados en hormonas sexuales de hembras (Capitulo 1V),
vemos que los niveles de testosterona parecen aumentar con la edad. En particular es posible
observar que a partir de los 2.5 afios (31 meses) las concentraciones de esta hormona se
incrementaron (Figura 5.8). Estos resultados coinciden con los patrones observados en otros
primates juveniles (P. troglodytes (Anestis, 2006); G. gorilla (Robbins & Czekala, 1997);
C. capucinus (Jack et al., 2014); A. palliata (Clarke et al., 2007)) en los cuales los
incrementos de esta hormona anuncian el comienzo de la pubertad. En el caso de A. palliata
la concentracion de testosterona incrementa en un 64% entre los 2 y 3 afios de edad (Clarke
et al., 2007) de forma similar en A. caraya encontramos que entre el afio y medio y los 2
afios y medio la concentracion de testosterona es un 60% mayor que al afio y medio de edad.
Estos resultados sugieren que a esta edad en 4. caraya comienzan los cambios asociados a
la pubertad, de forma similar a las hembras (Capitulo IV). Mas aun, es posible que a los 32
meses en machos comience la segunda reactivacion del eje hipotalamico-hipofisario-

gonadal.

Testosterona y comportamientos sexuales.

Los resultados respecto a la relacion entre testosterona y comportamientos sexuales
en machos no apoyaron la hipdtesis 4 (H4: “El aumento en el nivel de testosterona a lo largo
del periodo juvenil en los machos estd asociado a un aumento en los comportamientos
sexuales relacionados con el desarrollo de comportamiento tipico de machos adultos en esta
especie”). Nuestros resultados sugieren que a diferencia de lo observado en adultos en varias
especies de primates (Eulemur fluvis rufous (Ostner et al., 2002); Macaca mulatta (Bernstein

etal., 1977; Rose et al., 1971); M. tibetana (Xia et al., 2015)), durante el periodo juvenil los
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comportamientos sexuales no parecerian estar mediados por testosterona, o por lo menos no
seria un factor de gran influencia, posiblemente porque los mecanismos neuronales que
responden con comportamientos sexuales a las concentraciones de testosterona atin no estan
desarrollados.

De forma similar que lo sugerido para hembras juveniles (con la diferencia que los
machos presentan muchos mas eventos de comportamiento sexual que las hembras —capitulo
I1I-), es posible que estos eventos estén asociados con aspectos de la dinamica del grupo
pudiendo responder a una imitacion de los machos adultos relacionado con un aprendizaje

observacional y no a un comportamiento desencadenado por las hormonas.

Testosterona y comportamientos agresivos y juego rudo.

Con respecto a la relacion entre la testosterona y los comportamientos no-sexuales,
nuestros resultados rechazan la hipotesis 5 (HS5: “El aumento en el nivel de testosterona a lo
largo del periodo juvenil en los machos estd asociado a un aumento en los comportamientos
agresivos y de juegos rudo relacionados con el desarrollo de comportamiento tipico de
machos adultos en esta especie”). Por un lado, no se encontré una asociacioén entre
testosterona y los comportamientos agresivos y, por otro lado, la tendencia encontrada en
relacién a la testosterona con el juego de rudo resulto ser opuesta a la esperada, es decir, el
juego de rudo disminuye al aumentar los niveles de testosterona.

Los estudios en el género Alouatta hacen referencia a la relacion de la testosterona
con la composicion del grupo asociado a la competencia entre-grupos (Cristobal-Azkarate
et al., 2006; Rangel-Negrin et al., 2011). Los estudios en adultos han demostrado que los
machos pertenecientes a grupos uni-macho poseen niveles mas elevados de testosterona que
aquellos machos pertenecientes a grupos multi-machos (Rangel-Negrin et al., 2011).
Nuestros resultados muestran una tendencia similar, es decir, los juveniles que presentan
niveles mas elevados de testosterona son aquellos que tienen menos machos en el grupo
(contemplando independientemente las dos categorias de edad J1 y J2) (Tabla 5.5). Soélo el
caso de Samba tiene concentraciones controvertidas ya que, de acuerdo a la composicion del
grupo, deberia tener concentraciones mas bajas que Rodrigo, pero lo supera ampliamente.
Esto puede deberse a que el dia que murid, Samba presenta valores excesivamente altos, si
extraemos los valores de testosterona del dia que murid y el dia previo (por no tratarse de un
individuo saludable), sus concentraciones son 182.5 £+ 237.6 ng/ml/SG, una concentracién
promedio levemente mayor que el promedio presentado por Rodrigo. Posiblemente los

niveles elevados de testosterona en Samba se deban a su deteriorado estado de salud (Anexo
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1), considerando que esta hormona esta en intima interaccion con el sistema inmune (Ahmed

& Talal, 1990; Cutolo et al., 2004; Gettler, McDade, Agustin, Feranil, & Kuzawa, 2014).

Tabla 5.5. Concentracion de Testosterona y su relacion con la composicion del grupo. Las flechas
indican la variacion en los niveles de Testosterona entre distintos individuos (para cada grupo etario;
J1y J2). Se observan valores mas altos en individuos que pertenecen a grupos con menos machos en
su composicion.

Individuo Edad Otros machos en el grupo Testosterona
(categoria) ng/ml/SG

Bongo6 12 1 macho adulto 507.2

Feo 12 1 macho adulto, 1 juvenil (Huevo) 237.2

Samba* 12 3 machos adultos, 1juvenil (Caramelo) 241.6

Rodrigo 12 2 machos adultos, 1 juvenil (Silvio) 137

Huevo I 1 macho adulto, 1 juvenil (Feo) 176.8

Silvio I 2 machos adultos, 1 juvenil (Rodrigo) 162.3 T

Caramelo J1 3 machos adultos, 1 juvenil (Samba) 106.2

*Las concentraciones de testosterona en Samba pueden estar elevadas debido a los valores de T del dia que
murid y el anterior, si no tenemos en cuenta estos valores su promedio es de 182.5+237.6ng/ml/SG.

Por otro lado, se ha observado que la presencia de machos externos se relaciona con
niveles elevados de testosterona en machos adultos tanto en Alouatta (Cristobal-Azkarate
et al.,, 2006) como otros primates (L. catta (Cavigelli & Pereira, 2000); P. verreauxi
(Brockman et al., 1998); M. mualtta ( Rose et al., 1971); C. vellerosus (Teichroeb & Sicotte,
2008); C. kuhlii (Ross et al., 2004); C. capucinus (Schoof & Jack, 2013)). Es posible que
esta sea una de las causas en el aumento de los niveles de testosterona en Bongo en la época
de recambio de macho central (Figura 5.2). Como se trata de un solo individuo no fue posible
realizar analisis estadisticos de como afecta este fendmeno en los niveles de hormona, pero
se puede observar de forma cualitativa como en la época de recambio de macho, los niveles
de testosterona aumentaron en Bongd y luego volvieron a descender.

Estos resultados sugieren que de forma similar a los hallazgos en adultos de otras
especies del género Alouatta, durante el periodo juvenil en 4. caraya, la testosterona también
esta asociada a aspectos de la estructura grupal y dindmica poblacional, sugiriendo que el
mecanismo de proteccion del grupo mediado por testosterona parece surgir tempranamente
en el desarrollo. Es decir, aquellos juveniles que pertenecen a grupos multi-macho presentan
niveles de testosterona menores que los juveniles de grupos uni-macho, debido a que en
estos ultimos es mayor la probabilidad de ser desafiados por machos extra-grupo. De manera
similar, nuestros resultados sugieren que los juveniles parecen responder con

concentraciones de testosterona elevada a las amenazas de machos extra-grupo. En general,
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las invasiones de machos extrafios son periodos de tension que implican una
desestabilizacion grupal, con corridas, peleas entre machos aullidos y riesgo de infanticidio
(Clarke, Zucker, & Glander, 1994; Kowalewski, 2007; Pav¢ et al., 2012). En resumen, tanto
la composicion del grupo social como la presencia de machos externos se relacionan con los
niveles de testosterona en machos juveniles.

Con respecto al juego rudo, la relacion negativa con la concentracion de testosterona
(Figura 5.8) resulta interesante ya que expresa resultados opuestos a los que se ha reportado
en chimpancés (Nadler et al., 1987). Como observamos en el capitulo III, el juego es un
comportamiento caracteristico en juveniles que disminuye a medida que crecen y de manera
inversa, al final del periodo juvenil hay un aumento en las concentraciones de testosterona.
A la luz de estos resultados es posible que el aumento en los niveles de testosterona actuen
disminuyendo el tiempo dedicado al juego debido a que estos incrementos en los niveles de
hormona corresponden al segundo pico en el eje hipotalamico-hipofisario-gonadal el cual
actia modulando el desarrollo cerebral para dar paso a los comportamientos tipicos de
adultos (Cameron, 2004; Schulz & Sisk, 2006).

También es posible que otras hormonas, como la oxitocina y la vasopresina, estén
vinculadas con este comportamiento. Ademas de la funcién de la oxitocina en la fisiologia
de la lactancia y el parto (Burbach et al., 2006) y la vasopresina en la vasoconstriccion
(Johnston, Newman, & Woods, 1981), se ha observado que ambas hormonas tienen un efecto
neuromodulador en los comportamientos sociales en adultos, incluida la agresion,
reconocimiento social y comportamientos afiliativos (Donaldson & Young, 2008; Goodson
& Thompson, 2010; Ross & Young, 2009; Veenema, 2008). Ademas algunos experimentos
en ratas de laboratorio hallaron relaciones entre estas hormonas y el juego social que sugieren
una modulacion por parte de estas hormonas en este comportamiento (Bredewold, Smith,
Dumais, & Veenema, 2014; Taylor et al., 2012; Veenema, Bredewold, & De Vries, 2013).
Es posible que estas hormonas también ejerzan un efecto en los comportamientos juveniles
en Alouatta caraya por lo cual consideramos que es importante explorar en el futuro la

relacion entre este comportamiento y las hormonas oxitocina y vasopresina.

En resumen, los niveles de testosterona aumentan con la edad durante el periodo juvenil,
en particular alrededor de los 31 meses de edad, nosotros sugerimos que a esta edad
comienza la segunda reactivacion del eje hipotaldmico-hipofisario-gonadal. De forma
similar a los hallazgos en hembras (Capitulo IV), durante el periodo juvenil las hormonas

sexuales no modulan directamente los comportamientos sexuales, dado que posiblemente
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ain no se ha terminado de completar el desarrollo en el sistema nervioso central (y los

centros neuronales que responde con estos comportamientos a aumentos en testosterona).

Con respecto a los comportamientos agresivos tampoco parece haber una relacion directa

con la concentraciéon de hormona, sin embargo, nuestras observaciones sugieren que de

forma similar a lo que se observa en adultos en el género Alouatta, ya en el periodo juvenil

esta hormona se relaciona con la defensa del grupo e interaccion con otros grupos. Y por

ultimo, de forma opuesta a lo esperado, es posible que la reactivacion del eje hipotalamico-

hipofisario-gonadal actie (de forma leve) disminuyendo los comportamientos tipicos de

juvenil para dar paso a los comportamientos tipicos de adulto, lo que explicaria en parte la

relacion negativa entre el juego rudo y los aumentos en testosterona.

5.5. Conclusiones

En machos juveniles de 4. caraya los niveles de testosterona se incrementaron
con la edad, en particular a partir de los 2.5 afnos (31 meses). A esta edad
comenzaria la reactivacion de eje hipotalamico-hipofisario-gonadal.

No hubo una relacion fuerte entre la concentracion de testosterona y los
comportamientos sexuales.

No se observo relacion entre los niveles de testosterona y comportamientos
agresivos.

Existié una relacion entre los niveles de esta hormona y la composicion del
grupo, siendo mayor en aquellos individuos pertenecientes a grupos uni-
macho, de la misma forma la concentracion de testosterona parece aumentar
ante la presencia de machos solitarios extra-grupo.

Se encontr6 una relacion negativa entre los niveles de testosterona y juego
ruda, sugiriendo que la activacion del eje hipotalamico-hipofisario-gonadal
acttia reduciendo la ocurrencia de los comportamientos tipicos de juvenil para

dar paso a los comportamientos de adulto.
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Capitulo VI

Cortisol: metabolismo del estrés en el periodo juvenil

6.1. Introduccion

En los capitulos anteriores exploramos los cambios en el comportamiento a lo largo
del periodo juvenil (capitulo III) y los perfiles de hormonas sexuales en machos y hembras
juveniles de A. caraya (capitulos IV y V). Con el fin de explorar si los cambios en el
comportamiento y en las hormonas sexuales a lo largo del periodo juvenil también se
observan en el metabolismo del estrés, en este capitulo analizamos los perfiles de cortisol de
los 13 juveniles (7 machos y 6 hembras).

Los glucocorticoides, en especial el cortisol, juegan un rol critico en la estimulacién
de la gluconeogénesis y movilizacion de los aminodcidos y acidos grasos de las reservas del
cuerpo, por lo cual las demandas metabolicas del crecimiento corporal estan asociadas al
metabolismo del estrés (Sapolsky et al., 2000). El cortisol (y el eje hipotalamico-hipofisario-
adrenal) estd ampliamente relacionado en la mediacion fisioldgica en cada transicion entre
las etapas de la historia de vida. Esto se debe a que esta hormona tiene un rol fundamental
en la regulacion de la homeostasis energética en relacion a los eventos de historia de vida
“predecibles” por el individuo (por ejemplo; crecimiento, reproduccion) (Crespi, Williams,
Jessop, & Delehanty, 2013; McEwen & Wingfield, 2003).

El andlisis de la actividad del eje hipotaldmico-hipofisario-adrenal puede proveer
informacion a nivel fisiologico sobre los desafios energéticos del periodo juvenil. Esta etapa
se caracteriza por aumentos en las tasas de crecimiento corporal (Leigh, 1994), en
consecuencia debe tenerse en cuenta la importancia del cortisol en la disponibilidad de
energia y como se relaciona con las demandas metabolicas durante el desarrollo (Byrne &
Suomi, 2002; Gesquiere et al., 2005; Gomez-Espinosa et al., 2014). En particular en el
periodo juvenil de 4. caraya la tasa de crecimiento es 3 veces mas elevada en machos que
hembras (ver capitulo I).

Aungque la fisiologia del estrés fue ampliamente estudiada en primates (por ejemplo
la relacion de glucocorticoides con factores sociales, ambientales o estado reproductivo)
(para una revision ver Beehner & Bergman, 2017) pocos estudios se concentraron en el
periodo juvenil (Papio cynocephalus,; (Castracane, Cutler, & Loriaux, 1981; Gesquiere et

al., 2005), Cebus apella; (Byrne & Suomi, 2002); Gorilla gorilla gorilla; (Robbins &
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Czekala, 1997)). En particular, en el estudio realizado por Gesquiere et al. (2005) en babuino
amarillo (P. cynocephalus) de vida libre, encontraron que las diferencias sexuales en la
concentracion de cortisol fecal surgen en la etapa previa a la maduracion sexual, cuando el
cortisol disminuye en hembras, pero no en machos. Los autores sugieren que estas
diferencias sexuales reflejan las necesidades metabolicas diferentes a lo largo del desarrollo,
donde en machos hay un brote de crecimiento antes de la adultez, que no se observa en
hembras (Gesquiere et al., 2005).

El objetivo de este capitulo fue analizar los perfiles de cortisol durante el periodo
juvenil y explorar si existe alguna relacion de la edad y el sexo con el metabolismo del estrés
a lo largo del periodo juvenil en A caraya. Para ello tendremos en cuenta la siguiente

hipotesis (expresada en capitulo I):

H6. La accion de los glucocorticoides esta relacionada con los mecanismos fisiologicos de
distribucion de recursos energéticos durante el desarrollo, por lo cual el metabolismo del
estrés responderd de distinta forma en relacion a las tasas de crecimiento en ambos sexos

durante el periodo juvenil.

¢ P1. Los niveles de cortisol iran aumentando a lo largo del periodo juvenil

% P2. Los niveles de cortisol seran mas elevados en machos que en hembras.

6.2. Métodos

La metodologia general de colecta y procesamiento fue descripta en capitulo II. Para
estimar la relacion entre la concentracion de cortisol con la edad y sexo de los juveniles se
realiz6 un modelo lineal generalizado (GLMM), con la familia “gaussiana” (funcién de
enlace: “identidad”) ajustado por maxima verosimilitud [REML] y mediante la
aproximacion de satterhwaite (para la obtencion de los p-valores) (Bolker et al., 2009),
utilizando la funcion /mer del paquete “Ime4” (Bates, Maechler, Bolker, & Walker, 2015),
el ajuste del modelo fue evaluado por bootstrap paramétrico (nsim=500) (Bolker, 2015),
utilizando la funcion PBmodcomp del paquete “pbkrtest” (Halekoh & Hejsgaard, 2014). Con
este modelo analizamos el efecto de las variables independientes sexo, edad y su interaccion
(sexo x edad) (efectos fijos) en la variable dependiente continua uGC (cortisol urinario
corregido por la gravedad especifica), ademas fue considerado el individuo anidado en grupo
como efecto aleatorio (Tabla 6.1). La no-correlacion de los efectos fijos y la homogeneidad

de residuos también fue verificada graficamente (qq-plot y grafico de efectos fijos versus
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residuos). Todos los analisis estadisticos fueron realizados con R a través de la plataforma
R-studio, version 3.2.1 (R Core Team, 2016). La significancia estadistica fue fijada en 0.05

para todas las interpretaciones.

Tabla 6.1. Resumen de las variables del GLMM.

VARIABLE DEFINICION
Variable dependiente

uGC (ng/ml/SG) Continua: min=0.44; max.=33.95; X=6.79+6.21
Variable independiente efect
fijos

Sexo Factor: 2 niveles (M, H)

Edad Cuantitativo/discreta: min=12; max.=41; X=29.18+6.41)

Efectos aleatorios

Individuo Factor: 13 niveles

Grupo Factor: 4 niveles (Al, HN, CN; Hu)

6.3. Resultados

Se determinaron los perfiles de uGC de 13 juveniles a partir de 468 muestras de orina

(36 muestras por individuo) (Tabla 6.2).

Tabla 6.2. Concentracion promedio de uGC para cada juvenil de A. caraya. En todos
los casos las unidades de uGC son ng/ml/SG, DE: corresponde al desvio estandar.

Edad Edad Rango
Individuo Sexo Meses*  Grupo uGC = (DE) (min.-max.)
Feo /M 29 Al 5.33+4.66 0.96-22.54
Bongo I2/M 30 HN 7.16£5.99 0.68-33.93
Rodrigo I2/M 24 CN 3.71+4.1 0.62-16.87
Samba 2/M 24 Hu 9.76+8.57 0.54-33.95
Caramelo JI/M 18 Hu 5.99+3.91 0.63-14.6
Silvio JI/M 14 CN 13.88+8.05 2.29-30.59
Huevo JI/M 13 Al 4.28+4.61 0.45-22.51
Almendra J2/H 24 Hu 5.83+5.7 0.49-23.73
Graminea J2/H 29 Al 5.47+5.67 0.55-19.56
Quena J2/H 29 HN 7.99+£5.72 0.78-25.55
Vainilla JI/H 18 Hu 5.17+4.84 0.5-16.62
Pepa J1/H 14 Al 9.2+6.18 0.66-26.61
Calimba JI/H 14 HN 4.97+3.44 0.44-17.01
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Perfiles individuales

A continuacion, se exponen los perfiles de uGC de los 13 juveniles.

Feo:

El macho juvenil grande (J2) perteneciente al grupo Alicia, presentd algunos picos
aislados de uGC los dias 30/12/2014 18/2/2015 y 25/7/2015. En el perfil también se observa
una tendencia a aumento en las concentraciones de esta hormona en los meses invernales

(junio, julio y agosto de 2015).

Figura 6.1. Perfil de uGC de Feo (ng/ml/SG).
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Bongo.

Es un macho juvenil grande (J2) perteneciente al grupo Hembra Negra. Las
concentraciones de cortisol fueron variables durante todo el afio sin una observacion de
patrones claros. Sin embargo, se destaca aumentos en la concentracion de uGC en los meses
de abril y mayo que coinciden con la época en la cual hubo un recambio de macho central

en el grupo hembra negra (anexo HN) (Figura 6.2).
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Figura 6.2. Perfil de uGC de Bong6 (ng/ml/SG).
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Samba:

En el macho juvenil grande (J2), perteneciente al grupo Huerta, se observd un

Cabe destacar que la mayor

ano.

aumento en las concentraciones de uGC a lo largo del

concentracion en uGC registrada corresponde al dia de su muerte (28/6/2015) (Anexo 1).

Figura 6.3. Perfil de uGC de Samba (ng/ml/SG) (Figura 6.3).
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Rodrigo:

Este individuo es un macho juvenil grande (J2) que pertenecia al grupo Caravana

Naranja. En general present6 concentraciones bajas de uGC con algunos picos los dias

24/10/2014, 31/10/2014, 28/3/2015 y 25/6/2015 (Figura 6.4)
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Figura 6.4. Perfil de uGC de Rodrigo (ng/ml/SG).
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El macho juvenil chico (J1), del grupo Caravana Naranja, exhibid las concentraciones
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de uGC mas elevadas en relacion a los 13 juveniles estudiados. A diferencia del otro macho

perteneciente al mismo grupo (Rodrigo) se observan muchos picos con algunas

Silvio:




disminuciones en la concentracion de uGC (por ejemplo; los dias 2/1/2015 y 16/1/2015 la

concentracion de uGC bajaron) (Figura 6.6).

Figura 6.6. Perfil de uGC de Silvio (ng/ml/SG).
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Huevo:

El macho juvenil chico (J1) perteneciente al grupo Alicia (igual que Feo), de forma similar

a los perfiles de Feo y Rodrigo, presentd con concentraciones bajas en general y algunos

picos, en particular se observa un pico el 29/10/2014 y varios picos en junio y julio (Figura

6.7).

Figura 6.7. Perfil de uGC de Huevo (ng/ml/SG).
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La hembra juvenil grande (J2) perteneciente al grupo Huerta, exhibi6 algunos picos en los

Almendra:
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Hembra juvenil grande (J2) perteneciente al grupo Hembra Negra. En este individuo
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se observd aumentos en dos épocas, durante noviembre 2014 y en abril de 2015, esta segunda

Quena:




coincidio6 con la época de recambio de macho central que sufrié este grupo (Anexo 2) (Figura

6.10).

Figura 6.10. Perfil de uGC de Quena (ng/ml/SG).
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Hembra juvenil chica (J1) perteneciente al grupo Alicia. En este individuo
encontramos aumentos en la concentracion de uGC con la edad. Ademas de varios picos

desde febrero hasta el final del estudio (Figura 6.12).

Figura 6.12. Perfil de uGC de Pepa (ng/ml/SG).
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Hembra juvenil chica (J1) del grupo Hembra Negra. Present6 un perfil heterogéneo

con picos los dias 28/11/2014 y 8/7/2015. A diferencia de los otros juveniles que pertenecen
a este grupo (Bong6 y Quena), aqui no se observd un aumento en los meses de abril y mayo

(la época de recambio de macho) (Figura 6.13).
Figura 6.13. Perfil de uGC de Calimba (ng/ml/SG).
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Relacion entre uGC y el sexo y edad:

El analisis GLMM sugiere que solo la edad es un factor importante en los cambios de uGC
(GLMM: R’marginal= 8.74, R? condicional= 28.7, gl modelo=5) (Tabla 6.3). En resumen,
el modelo sugiere que la concentracion de uGC aumenta con la edad (estimado= 0.3, p <
0.001) en tasas similares para ambos sexos (Tabla 6.4, Figura 6.14). En promedio se
registraron concentraciones de 3.94 + 3.53 ng/ml/SG entre los 12-15 meses y de 8.79 + 6.67
ng/ml/SG entre los 37- 41 meses.

Tabla 6.3. Seleccion de modelo GLMM: bootstrap paramétrico (PBfest).

MODELO ESTADISTICO VALORP
Modelo reducido 1 (sin interaccion) 0.47 0.53

Sexo + edad

Modelo reducido 2 (sin sexo) -0.12 1

edad

Modelo reducido 3 (sin edad) 18.00 <0.01%**

SE€XO0

Tabla 6.4. Resultados del modelo GLMM seleccionado.

EFECTO FIJO ESTIMADO ERROR GL VALORT VALORP
ESTANDAR

intercepto -1.98 2.19 99.86 -0.91 0.37

edad 0.3 0.07 207.25 4.37 <0.001***

Desvio estandar del efecto aleatorio: 2.93
Desvio estandar de los residuos: 5.55

Figura 6.14. Relacion entre la concentracion de uGC y la edad en hembras (circulos grises) y machos
(circulos blancos) juveniles de Alouatta caraya. La recta representa la funcion promedio obtenida en
el analisis GLMM (uGC = -1.98+0.3x edad).
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6.4. Discusion

En este capitulo se exploraron los cambios en la concentracion de uGC en el periodo
juvenil de Alouatta caraya. Nuestros resultados exhiben que la concentraciéon de uGC
aumenta moderadamente con la edad de forma similar en ambos sexos.

La primera prediccion (P1: “Los niveles de cortisol irdn aumentando a lo largo del
periodo juvenil”) que deriva de nuestra hip6tesis 6 (H6: “ La accion de los glucocorticoides
esta relacionada con los mecanismos fisiologicos de distribucion de recursos energéticos
durante el desarrollo, por lo cual el metabolismo del estrés respondera de distinta forma en
relacion a las tasas de crecimiento en ambos sexos durante el periodo juvenil”) se soporta
con algunas restricciones: de acuerdo al analisis GLMM los niveles de uGC aumentan con
la edad. Sin embrago, aunque tienen significancia estadistica, el aumento resulta moderado
(estimado= 0.3 £ 0.07), en términos biologicos un aumento de 0.3 ng/ml/SG en la
concentracion de uGC no pareceria ser un efecto especialmente robusto en el metabolismo
del estrés (considerando que en nuestros resultados la variabilidad general estd dada por un
minimo de 0.44 ng/ml/SG y maximo de 33.94 ng/ml/SG). Aunque reconocemos que los
niveles de cortisol son afectados por la edad durante el periodo juvenil, es posible que
ademds haya otros aspectos generando mayores efectos en las concentraciones de esta
hormona. En un andlisis global de los perfiles individuales se puede observar que en los
niveles de uGC parecen aumentar en los meses de junio, julio y agosto (invierno), lo cual
sugiere que probablemente ademas de la relacion con la edad haya una relacion con la
estacionalidad. Por ejemplo, factores ambientales como la  temperatura, lluvias,
disponibilidad de alimento (Aguilar-Melo et al., 2013; Aronsen, Beuerlein, Watts, &
Bribiescas, 2015; Behie & Pavelka, 2012; Dunn, Cristobal-Azkarate, Schulte-Herbriiggen,
Chavira, & Vea, 2013; Monteiro et al., 2013; Weingrill, Gray, Barrett, & Henzi, 2004)
pueden resultar mas importantes que la edad en el estrés del metabolismo durante el periodo
juvenil, por lo cual es importante explorar estos aspectos en futuras investigaciones.

La segunda prediccion no fue corroborada, no encontramos diferencias sexuales en
las concentraciones de uGC durante el periodo juvenil en A. caraya. Las diferencias sexuales
en las concentraciones de cortisol en primates adultos han sido atribuidas principalmente a
aspectos sociales y comportamentales, por ejemplo, estatus social, competencia intra-grupo,
riesgo de infanticidio o condicion reproductiva (Eulemur fulvus rufus (Clough, Heistermann,
& Kappeler, 2010); Brachyteles arachnoides hypoxanthus (Strier, Lynch, & Ziegler, 2003),
A. palliata (Aguilar-Cucurachi et al., 2010; Cristobal-azkarate, Chavira, Boeck, Rodriguez-
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luna, & Vea, 2007); A. caraya (Cantarelli, Perez-Rueda, Kowalewski, Mastromonaco, &
Ponzio, 2017)).

En el caso de A. caraya, algunas investigaciones reportan las concentraciones de
cortisol en animales adultos silvestres. Por un lado, los estudios de Cantarelli et al. (2017)
en adultos (Chaco, Argentina) (12 hembras/5 machos, 114 muestras) en montes continuos y
fragmentados (Parque Nacional Chaco y alrededores), encontraron diferencias sexuales en
el cortisol fecal, siendo mayor en hembras (86.4 £ 4.2 vs 60.6 = 5.0 ng/g heces). Los autores
sugieren que estas diferencias sexuales pueden estar relacionadas al estrés asociado al riesgo
de infanticidio y la competencia intra-sexual en las hembras (Cantarelli et al., 2017). Por
otro lado, los estudios en una poblacion de A. caraya de Corrientes, Argentina (que incluye
el area de estudio del presente trabajo), que habita en montes fragmentados y pequefios
parches en areas urbanas, los machos adultos exhibieron mayores concentraciones de
cortisol fecal que las hembras (Fernandez, com. pers.). Estas contradicciones sugieren que
el ambiente social y ecologico probablemente juegue un rol importante en las estrategias
asociadas al metabolismo del estrés en la adultez ambos sexos como sucede en otras especies
(4. palliata mexicana (Aguilar-Melo et al., 2013) A. pigra (Behie, Pavelka, & Chapman,
2010) A. palliata (Dunn et al., 2013) A. belzebul (Monteiro et al., 2013); Macaca fascicularis
(Sonnweber et al., 2015); A. pigra (van Belle, Estrada, Ziegler, & Strier, 2009); Papio
hamadryas ursinus (Weingrill et al., 2004)). La falta de diferencias sexuales en uGC durante
el periodo juvenil en nuestros resultados sugiere que estos aspectos no se relacionan con el
metabolismo del estrés de la misma forma que en la adultez. Un caso especial es dado en los
individuos de Hembra Negra, este grupo tuvo un recambio de macho central en los meses
de abril y mayo (Anexo 2), en esta época tanto el macho juvenil grande (J2) Bongé (Figura
6.2) como la hembra juvenil grande (J2) Quena (Figura 6.10) presentan picos de uGC, sin
embargo, esto no se observa en la hembra juvenil chica (J1) Calimba (Figura 6.13). Al
tratarse de un solo caso no podemos generar conclusiones generales, pero estas tendencias
sugieren que durante el periodo juvenil el efecto del recambio de macho resulta estresante
de igual forma para machos y hembras grandes, mientras que parece no estresar a los
individuos mas jovenes (al menos a las hembras). Es necesario ampliar las investigaciones
en la interaccion entre el metabolismo del estrés y las dindmicas sociales en juveniles para
una mejor comprension de los aspectos sociales que pueden influir en el metabolismo del
estrés. Si los aspectos que influyen en adultos también lo hacen en juveniles (por ejemplo,
como influye a los juveniles de ambos sexos la llegada de un nuevo individuo) o si hay otros

aspectos sociales relacionados con el estrés en juveniles.
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En general las investigaciones sobre estrés y expresion hormonal se concentran en
una etapa de la historia de vida en primates (la adultez). Sin embargo, algunos estudios
exploraron estos aspectos a través de distintas etapas de la historia de vida. Por ejemplo,
Castracane (1981) en su estudio en babuino amarillo (P. cynoceophalys) en cautiverio
encontraron que niveles de GC en el plasma disminuyen con la edad, ademas hallaron
diferencias sexuales en los primeros meses de vida (Castracane et al., 1981). En el estudio
de Gesquiere et al (2005) en la misma especie, observaron que aunque durante el periodo
juvenil hay un aumento de cortisol principalmente en machos, en términos generales las
concentraciones de cortisol son mas bajas que en la infancia y adultez (Gesquiere et al.,
2005). Aunque en este caso no contamos con informacion sobre otras etapas ademas del
periodo juvenil (uGC = 6.79 ng/ml/SG), en el estudio realizado en hembras adultas en el
mismo sitio dos afios antes (con la misma metodologia de EIA), se encontrd que en promedio
la concentracion de uGC es de 11.44 ng/ml/SG (Rafio, com. pers.) lo cual sugiere que en A.
caraya al igual que otras especies de primates, el periodo juvenil es una etapa con
concentraciones de cortisol més bajas que en la adultez.

En resumen, nuestros resultados sugieren que en A. caraya el metabolismo del estrés
no es dependiente del sexo y parece ser parcialmente dependiente de la edad durante el
periodo juvenil. Por lo tanto, las diferencias sexuales el cortisol observadas durante la adultez
deben de desarrollarse posteriormente en la vida, y las variaciones de cortisol durante el
periodo juvenil pueden deberse principalmente a aspectos ambientales (por ejemplo;
temperaturas minimas, disponibilidad de alimento, sequias, impacto antropico) y sociales
(por ejemplo infanticidios, intercambio de macho central, competencia intra-grupo, proceso
de independencia de la madres) lo cual serd explorado en el futuro teniendo en cuenta el

efecto de la edad observado.

6.5. Conclusiones
e En juveniles de A. caraya no existieron diferencias sexuales en las
concentraciones de uGC a lo largo del desarrollo
e La concentracion de uGC aument6 de forma moderada con la edad durante el

periodo juvenil en esta especie.

126



Capitulo VII

Conclusiones generales

7.1. Principales conclusiones

En esta tesis se investigaron preguntas relacionadas con la evolucion del periodo
juvenil extendido en el orden primates. A diferencia de otros mamiferos, los primates se
caracterizan por un periodo juvenil extendido, y se han propuesto distintas explicaciones a
esta particularidad (hipdtesis del tamafio cerebral, del tiempo de aprendizaje y del riesgo
juvenil). Con el objetivo de aportar datos empiricos para contestar las preguntas sobre la
evolucién del periodo juvenil extendido en primates y para comprender los mecanismos
proximos asociados al desarrollo durante el periodo juvenil se propuso explorar las
trayectorias de los comportamientos durante el periodo juvenil en hembras y machos y la
relacion entre estos comportamientos y la expresion hormonal utilizando como modelo al
mono aullador negro y dorado (4. caraya). Se eligi esta especie para trabajar porque las
hembras y los machos presentan en la adultez diferentes estrategias comportamentales: las
hembras participan mayormente en los cuidados parentales y relaciones afiliativas dentro del
grupo y los machos en la defensa del grupo y pareja. Ademas, existe un evidente dimorfismo
y dicromatismo sexual relacionado con diferencias en las tasas de crecimiento durante el
desarrollo.

Se estudid entonces el comportamiento de 7 machos y 6 hembras juveniles
pertenecientes a 4 grupos de Alouatta caraya en combinacion con sus perfiles de hormonas
sexuales (PdG y E1G en hembras, Testosterona en machos) y las variaciones en el
metabolismo del eje hipotalamico-hipofisario-adrenal (analisis de cortisol en ambos sexos),
con el fin de asociar posibles cambios comportamentales y hormonales en machos y en
hembras durante el periodo juvenil. Para ello, se registraron datos comportamentales y se
colectaron muestras de orina de los 13 juveniles durante doce meses. Con un total de 452
muestras se realizaron los perfiles de PAG y E1G en orina en hembras y con 479 los de
testosterona en machos, ademas se describieron cambios en niveles de cortisol en orina de
todos los individuos con un total de 468 muestras. Los andlisis de los comportamientos se
realizaron en base a un total de 1800 horas de observacion focal. Por un lado, se exploraron
las variaciones en comportamientos segun la edad y el sexo, y por otro lado se exploro la
relacion entre las concentraciones de hormonas sexuales en orina y la expresion de distintos

comportamientos. En este capitulo se integré la informacion obtenida en los capitulos
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previos para intentar resumir en forma integrada y sintética la informacion obtenida acerca
del periodo juvenil extendido en primates.

En el capitulo I se establecié un marco tedrico y se reportaron otras investigaciones
relacionadas y en el capitulo II se describieron los métodos empleados en esta investigacion.
Los capitulos III, IV, V, y VI se enfocaron en los analisis de variaciones comportamentales
y hormonales de los juveniles de 4. caraya. Las principales conclusiones de esos capitulos
fueron:

e Durante el periodo juvenil, los comportamientos de interaccién con crias y
acicalamiento de pares estuvieron mas asociados a las hembras, mientras que el
juego social, la participacion en aullidos, y los comportamientos sexuales fueron
mas frecuentes en los machos (capitulo III).

e Se observaron cambios con la edad en el comportamiento de interaccion con cria
en las hembras. En etapas mas tempranas del periodo juvenil predominaba la
exploracion de las crias y en etapas mas tardias, las hembras cargaban a las crias
mas frecuentemente (capitulo II1)

e Se observo una disminucién en el juego social con la edad en ambos sexos y los
aullidos aumentaron con la edad so6lo en el caso de los machos juveniles. (capitulo
I11).

e Los comportamientos sexuales tales como la inspeccion de genitales del sexo
opuesto, el intento de copula y las copulas fueron poco frecuentes en general; sin
embargo, fueron observados mas en machos que en hembras (capitulo III).

e Se registr6 un aumento marcado en las concentraciones de hormonas sexuales
(PdG y EIG en orina) que comienza alrededor de los 2.5 afios de edad (31 meses
aproximadamente) en las hembras de A. caraya (capitulo IV).

e De manera similar, las concentraciones de testosterona comenzaron a aumentar a
los 2.5 afos (31 meses aproximadamente) en los machos de 4. caraya (capitulo
V).

e No se encontro relacion estadisticamente significativa entre las concentraciones
de hormonas sexuales (PdG y E1G en orina) y comportamientos sexuales en
hembras juveniles de 4. caraya (Capitulo IV)

e No se encontro relacion estadisticamente significativa entre las concentraciones
testosterona y comportamientos sexuales en machos juveniles de A4. caraya

(Capitulo IV)
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No se encontr6 relacion estadisticamente significativa entre las concentraciones
de hormonas sexuales (PdG y E1G) y comportamientos de interaccion con cria en
hembras juveniles de A. caraya (Capitulo IV)

Solo se encontrd una relacion estadisticamente significativa entre los aumentos en
PdG en orina con aumentos en las tasas de acicalamientos, pero esta tendencia fue
algo leve; en consecuencia, deberia haber otros factores asociados a los aumentos
en los acicalamientos de pares (capitulo IV).

No se encontr6 relacion estadisticamente significativa entre las concentraciones
testosterona y los comportamientos agresivos en machos juveniles de A. caraya
(Capitulo V).

Se encontré una relacion estadisticamente significativa, negativa y moderada
entre la testosterona y el juego rudo (rough and tumble), es decir, cuando
aumentaron los niveles de testosterona disminuy¢ el juego rudo (capitulo V).
Los niveles de testosterona se relacionaron con la composicion del grupo, siendo
mayor en aquellos individuos pertenecientes a grupos uni-macho, de la misma
forma la concentracion de testosterona aumentd ante la presencia de machos
solitarios extra-grupo (capitulo V).

Se registr6 un aumento moderado en las concentraciones de cortisol en orina con
la edad en ambos sexos, mientras que no se encontraron diferencias

estadisticamente significativas entre sexos en los niveles de cortisol (capitulo VI).

7.2. El periodo juvenil, un periodo de cambio

Los principales hallazgos de esta tesis nos permitieron proponer un esquema del

desarrollo de periodo juvenil en Alouatta caraya que puede resultar en un modelo general
para comparar con otras especies de primates, en particular aquellas que presenten adultos

con dimorfismo sexual y diferencias sexuales en el comportamiento durante la adultez. A

continuacion, se describe el modelo expuesto en la Figura 7.1.

El modelo describe la trayectoria de los comportamientos durante el periodo juvenil

en machos y hembras y su relacion con la expresion hormonal. En la parte superior se
expresa la trayectoria de las hembras y en la inferior de los machos. La flecha gruesa mas
grande del centro representa los procesos comunes en ambos sexos. Las otras flechas grises

gruesas representan los comportamientos tipicos de cada sexo y las hormonas estan

representadas en circulos.
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Tempranamente en el desarrollo encontramos diferencias sexuales en el
comportamiento (expresados en el grafico como flechas gruesas grises), por un lado, en
hembras juveniles predominan los comportamientos de interacciéon con infantes y
acicalamiento de pares y en los machos los comportamientos de participacion en aullidos y
juego social. Estos comportamientos se desarrollan a lo largo del periodo juvenil asociados
a cambios en la expresion hormonal y en la adultez conducirdn a los comportamientos
asociados a las estrategias de cada sexo. En el caso de las hembras nos referimos a los
comportamientos afiliativos y cuidados de crias, mientras que, en el caso de los machos,
hablamos de la proteccion de la pareja y el grupo (expresado en el grafico como recuadros
negros en el extremo derecho). Algunos de estos comportamientos estdn relacionados
directamente con cambios hormonales (expresado en grafico con flechas negras continuas);
en particular, en hembras una relacion positiva entre la concentracion de PdG vy
acicalamiento de pares, y en machos el aumento en testosterona con disminucion en el juego.
Sin embargo, nuestros resultados sugieren que el efecto mas importante de las hormonas
sexuales en el comportamiento ocurre de manera indirecta (expresado en el grafico con
flechas negras discontinuas) a través de su rol en el desarrollo sistema nervioso central
(SNC). Es decir, en Alouatta caraya a los 2.5 anos de edad comienzan a aumentar las
concentraciones de hormonas sexuales, lo que puede estar indicando el comienzo de la
segunda activacion del eje hipotalamico-hipofisario-gonadal (en el grafico expresado como
el recuadro central en forma estrellada). Esta activacion promueve cambios a nivel del SNC
(Cameron, 2004), asociada en parte a cambios en los comportamientos y al comienzo de la
pubertad (transicion a la adultez). En particular, en machos, a los 2.5 afios ademas de haber
un aumento en testosterona (T) hay una caida en el juego rudo. Posiblemente la disminucion
en este comportamiento responde a cambios generales a nivel comportamental que llevan a
los individuos a disminuir su tiempo en actividades tipicas de juvenil para darle paso a las
actividades tipicas de adulto. Ademés del aumento de esta hormona con la edad, nuestros
resultados sugieren que la concentracidn de testosterona responde también a factores sociales
(en el grafico recuadro con lineas punteadas). En particular, observamos que la
concentracion de testosterona parece relacionarse con el nimero de machos en el grupo y
posiblemente con los machos satélites (discusion del capitulo V), este efecto fue observado
en machos adultos en otras especies de aulladores (Cristobal-Azkarate et al., 2006; Rangel-
Negrin et al., 2011). Por lo tanto, ademas del efecto de la edad, el entorno social modula la

expresion hormonal en el periodo juvenil.
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En las hembras, ademas de haber relacion positiva entre el acicalamiento de pares y los
niveles de PdG, también se puede observar que a los 2.5 afios de edad, ambas hormonas
sexuales (PdG y E1G) comienzan a presentar picos y valles, lo que sugiere, de la misma
forma que ocurre en machos, una mayor actividad en el eje hipotalamo-hipofisario-gonadal
relacionado con la segunda activacion. Los correlatos comportamentales de estos cambios
fisiologicos se pueden distinguir en el cambio de tipo de relacion de las hembras juveniles
con las crias; tempranamente en el periodo juvenil predomina la exploracion de las crias,
pero a partir de los 2.5 afios la interaccion se convierte en un cuidado alo-maternal (cargan
a las crias en los desplazamientos).

Con respecto al metabolismo del estrés (representado en grafico como un circulo dentro
de la flecha central), tanto los machos como las hembras tienen las mismas tendencias con
un aumento moderado de esta hormona con la edad. Posiblemente las variaciones en esta
hormona tengan relacién también con aspectos sociales y ambientales, que deben ser

analizados en el futuro.

Figura 7.1. Cambios en el comportamiento a lo largo del periodo juvenil y su relacion con la
expresion hormonal en primates utilizando como modelo la especie Alouatta caraya.
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En resumen, durante el periodo juvenil en 4. caraya, se pueden observar distintas
trayectorias entre machos y hembras en los comportamientos. La aparicion de
comportamientos similares a los de adultos ocurren a partir de los 2.5 afios de edad en

relacion a la posible activacion del eje hipotalamico-hipofisario-gonadal.

El principio del fin: la pubertad

El periodo juvenil es la etapa entre la independencia de la lactancia materna y la
madurez reproductiva. Aunque esta categorizacion resulta elegante, en realidad tanto el
comienzo como el final del periodo juvenil es una transicion dificil de definir. En particular,
los resultados de esta tesis atrajeron nuestro interés sobre los procesos que ocurren al final
del periodo juvenil, es decir, el comienzo de la pubertad. Entre los hallazgos de nuestro
trabajo, reconocemos que tanto en machos como hembras alrededor de los 2.5 afios se
comienza a ver un aumento en las hormonas sexuales (Figura 7.1), lo que sugiere que a esta
edad en A. caraya ocurre la segunda activacion del eje hipotalamico-hipofisario-gonadal
iniciando asi el proceso de la pubertad (en esta tesis ninguno de los individuos de estudio
completd la madurez sexual al momento de finalizacioén de la colecta de datos). A raiz de
estas observaciones describimos la importancia de esta etapa en la historia de vida en
primates asociado a los cambios hormonales y como se relaciona con el desarrollo de los
distintos comportamientos.

Tradicionalmente la pubertad estd definida como el momento en que los individuos
son capaces de reproducirse, caracterizada por la maduracion de los érganos sexuales, y el
desarrollo de las caracteristicas sexuales secundarias (Plant, 2015). Sin embargo, este paso
a la adultez no consiste en un evento simple, sino que es una transicion con cambios a nivel
del sistema nervioso central. El comienzo de esta etapa tiene una base neuroendocrina dada
por la reactivacion del eje hipotalamico-hipofisario-gonadal, desencadenando la secrecion
de hormonas esteroideas por parte de las gonadas (descripto en capitulo I). Los cambios en
hormonas sexuales que se dan en esta etapa han sido registrados en distintas especies de
primates: hembras; Rhinopithecus roxellana (Muren et al., 2017); Brachyteles arachnoides
(Strier & Ziegler, 2000); Aotus azarae (Corley et al., 2017); Machos; P. troglodytes
(Anestis, 2006); G. gorilla (Robbins & Czekala, 1997); C. capucinus (Jack et al., 2014); A.
palliata (Clarke et al., 2007).

La accion de las hormonas esteroideas en el sistema nervioso puede ser “de
activacion” o “de organizacion”:

e FEl efecto de activacion se refiere a la habilidad de las hormonas esteroideas de
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modificar las células blanco de forma que facilitan determinados comportamientos en
contextos sociales especificos. El efecto de activacion es transitorio, se expresa en
relacion a la presencia o ausencia de hormonas esteroideas, es la forma tipica en como
actian durante la adultez. Es decir, la secrecion de hormona sexual actiia directamente
en el sistema nervioso central desencadenando un comportamiento.

e El efecto de organizacion, se refiere al efecto de las hormonas sexuales sobre las
estructuras del SNC durante el desarrollo. Esta organizacion estructural es permanente
y persiste mas alla del momento de la expresion hormonal y programa la respuesta de

activacion para la adultez (Sisk & Zehr, 2005).

Experimentos y estudios en roedores y humanos, han demostrado la existencia de
dos etapas de organizacion de los circuitos neuronales, durante un periodo pre-natal y la
pubertad (Phoenix, Goy, Gerall, & Young, 1959; Scott, Stewart, & De Ghett, 2004; Sisk &
Zehr, 2005). Durante la segunda etapa un refinamiento esteroide-dependiente de los circuitos
neuronales resultan en cambios estructurales a largo plazo que determinan la respuesta del
adulto a estimulos hormonales y sensoriales (Sisk & Zehr, 2005).

Los hallazgos generales de esta tesis sugieren que la relacion entre las hormonas
sexuales y el comportamiento en la etapa del desarrollo estudiada (entre 1 afio a 3.5 afios) es
principalmente generada por el rol de las hormonas en la organizacion en el SNC. Por
ejemplo, en juveniles de 4. caraya no hay una relacion directa entre las concentraciones de
hormonas sexuales y los comportamientos sexuales (resultados capitulos IV y V), dado que
los circuitos neuronales activados por hormonas esteroideas asociados a estos
comportamientos aun no estarian desarrollados. Este efecto fue probado en varios
experimentos (en hamster y ratones de laboratorio) en los cuales se observa que la
inoculacion de testosterona o estrogenos no dispara comportamientos sexuales en ratas pre-
puberes, pero si lo hace en adultos gonadectomizados sugiriendo que si el sistema nervioso
central no se desarrolld por completo, la respuesta comportamental a la secrecion de
hormonas sexuales no se expresara (de Jonge, Muntjewerff, Louwerse, & van de Poll, 1988;
Meek, Romeo, Novak, & Sisk, 1997; Olster & Blaustein, 1989; Romeo, Cook-Wiens,
Richardson, & Sisk, 2001; Sodersten, 1975). Es posible que durante el periodo juvenil
existan otros mecanismos neuronales relacionados con este tipo de comportamientos, por
ejemplo en juveniles pueden surgir como una imitacion de los adultos cercanos como ocurre

con otros comportamientos en primates (van Noordwijk et al., 2003).
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En resumen, en la pubertad, posiblemente, el efecto de organizacion del SNC de las
hormonas esteroideas es mas importante que el efecto de activacion de los comportamientos.
Por lo cual es importante reconocer a la pubertad no s6lo como una etapa de desarrollo de
las estructuras sexuales y madurez reproductiva sino también como una etapa importante en

el desarrollo del SNC.

7.3. Aporte de las hormonas sexuales en la categorizacion de las etapas en la historia
de vida en primates

La seccion anterior nos demuestra la importancia de la expresion hormonal en el
desarrollo, en esta seccion proponemos considerar la informacion brindada por la expresion
hormonal en la categorizacion de las etapas en la historia de vida en primates, en particular
para determinar el final del periodo juvenil y el comienzo de la pubertad.

Aunque en el humano las etapas en la historia de vida (infancia, nifiez, juventud,
adolescencia, adultez) estan definidas de una forma integral (se tiene en cuenta aspectos
fisiologicos, morfologicos y comportamentales). En general en primates no-humanos para
categorizar las etapas de historia de vida, se recurre a aspectos de la morfologia general
(tamafo del cuerpo, denticion, estructuras reproductivas) o comportamentales (finalizacion
de la lactancia, comienzo de los apareamientos). Esto conduce a dos problemas principales,
por un lado, la falta de una unificacion de las categorias en el orden primates en general,
principalmente la definicion de adolescente y subadulto parece variar entre especies. Por
ejemplo; en 1émur de cola anillada (Lemur catta) se considera un periodo subadulto a los
individuos no-maduros sexualmente y dos etapas de adultez; chico y grande, ambos maduros
sexualmente que difieren en tamafio y estructuras dentarias (Sauther, Cuozzo, & Sussman,
2001), en mono arafia (Ateles belzebuth) se considera el periodo adolescente y subadulto
como sinonimos, siendo maduros sexualmente (Gibson, 2010), en orangutan (Pongo
pvgmaeus) se considera un periodo de adolescente no fértil seguido de un periodo de
subadulto fértil que no alcanza el tamafio corporal de adulto (Galdikas, 1985) y en gorilas
(Gorilla gorilla) se considera a el periodo subadulto como una etapa infértil posterior al
periodo juvenil (Breuer, Hockemba, Olejniczak, Parnell, & Stokes, 2009).

Por otro lado, la falta de unificacion entre criterios ha generado grandes
contradicciones en las definiciones en las etapas de la historia de vida dentro de una misma
especie. Particularmente las relacionadas con el paso a la madurez sexual; por ejemplo en
las categorias propuestas para A. caraya, encontramos que en el trabajo de Coppo & Resoagli

(1987) basado principalmente en la denticion identifican periodos de infante, juvenil y adulto
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(cada uno con varias categorias), en particular la ultima etapa del periodo juvenil es a la edad
de 3 anos aproximadamente (Coppo & Resoagli, 1978). Por su parte Rumiz (1990)
construye categorias basadas en caracteres morfologicos, algunos ttiles para reconocer en el
campo (estado de desarrollo de los genitales y coloracidon) y algunos algo ambiguos
(comparaciones de tamafio corporal) y describe 4 categorias; infante, juvenil, subadulto y
adulto. En esta clasificacion el periodo juvenil finaliza a los 3-4.5 afios en hembras y 4-5 en
machos (Rumiz, 1990). El estudio mas reciente de Kugelmeier et al. (2011) sobre el ciclo
de las hembras consideran a individuos de 2 afios como subadultas. Ademas en el estudio de
Moreland et al. (2001) consideran como machos subadultos a individuos de entre 1.5-2.5
afios (Moreland et al., 2001), si bien estos dos ultimos trabajos incorporan informacion
endocrina, en ambos casos la categoria subadulto considera individuos inmaduros.

La informacion aportada por la expresion de hormonas sexuales a lo largo del
desarrollo puede resultar de utilidad para establecer categorias de una forma mas objetiva y
replicable en todo el orden primates obteniendo asi un criterio unificado. En particular los
resultados de esta tesis (capitulos IV y V) permiten definir el comienzo de la pubertad para
A. caraya, estudios en el futuro nos podran proveer més informacion sobre el final de esta
etapa. En conclusion, utilizando como modelo Alouatta caraya proponemos 5 periodos
generales en la historia de vida para Alouatta: infante, juvenil, puber, subadulto y adulto (que

podria ser utilizado en otras especies de primates no-humanos):

Infante: desde el nacimiento hasta 1 afio. Estd caracterizada por la dependencia de la
lactancia materna. Sin embargo, es necesario hacer estudios hormonales en el futuro para
identificar la accion del eje hipotaldmico gonadal. Machos y hembras con pelaje de

coloracion dorada, hembras tienen clitoris fino y claro, machos testiculos blancuzcos.

Juvenil: 1 a 2.5 anos. Etapa de independencia de la madre, no maduro sexualmente. El eje
hipotaldmico-hipofisario-gonadal se encuentra en una etapa de baja actividad, la
concentracion de hormonas sexuales no presenta picos. Machos y hembras con pelaje de

coloracion dorada, hembras tienen clitoris fino y claro, machos testiculos blancuzcos.

Puber: 2.5- 3/4?7: Comienza con la activacion del eje hipotalamico-hipofisario- gonadal que
desencadena el comienzo de la madurez sexual y también del desarrollo cerebral. Hembras
presentan ciclos hormonales (progesterona y estradiol) irregulares que no alcanzan valores

de ovulacion. Algunos comportamientos empiezan a asemejarse a los adultos (hembras
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cargan crias, machos comienzan a participar en aullidos, en ambos sexos el juego es menos
frecuente). En esta etapa comienza el cambio de coloracion en los machos, pasando de
dorado a negro, y los testiculos son algo mas grandes, en hembras el clitoris aun proyectado,
pero mas corto que la etapa anterior. El final de esta etapa se estima entre los 4 y 5 afios dado
por que alcanzan la madurez sexual, sin embargo, es necesario ampliar las investigaciones

sobre la expresion hormonal en esta transicion.

Subadulto 3/47-45: En esta etapa los individuos estan maduros sexualmente pero aun no
alcanzan la coloracion y el tamano final. La expresion de las hormonas sexuales es similar a
la adultez, las hembras presentan ciclos ovaricos. Esta etapa al ser tan dificil de definir no
estd muy investigada por lo cual las edades propuestas son tentativas para ser revisadas en
futuros analisis que incorporen tanto informacién de la expresion hormonal como de

morfologia general del cuerpo.

Adulto: desde 4-5 afos. Individuos maduros sexualmente con tamafio final. Las hembras
tienen ciclos hormonales con ovulaciones (Rafio, 2016). Aunque algunos estudios se
describio la expresion de hormonas sexuales en machos adultos (Moreland et al., 2001) para
completar este perfil es necesario hacer estudios longitudinales en animales silvestres. En
cuanto a las caracteristicas fisicas, las hembras son doradas y tienen los labios vulvares
anchos y clitoris completamente retraido (no visible), los machos son completamente negros,

con testiculos grandes y de color anaranjado.

En resumen, proponemos que para establecer categorias mas objetivas y por lo tanto
comparables entre especies y entre trabajos distintos de una misma especie, es importante
contemplar aspectos comportamentales (por ejemplo; dependencia a la lactancia,
independencia de la madre), morfoldgicos (por ejemplo; desarrollo de estructuras genitales,
coloracion, tamaio, denticion) y hormonales. En particular este ultimo permite clasificar las
etapas mas complicadas de definir como es la pubertad y la subadultez. Es decir, la pubertad
comienza con la reactivacion del eje hipotalamico-hipofisario-gonadal y finaliza con la
madurez sexual (cuando se alcanzan valores hormonales de la adultez) y la subadultez
hormonalmente es equivalente a la adultez, pero los individuos son de menor tamaiio
corporal (o dependiendo de la especie, no posee estructuras particulares o coloracion de la
adultez). Nuestra clasificacion complementa la propuesta por Rumiz (1990), y tiene especial

utilidad en trabajos que investiguen distintos aspectos de la historia de vida y requieran una
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forma de categorizacion en edades mas precisa, ya que considera procesos fisioldgicos
asociados a distintas etapas en la historia de vida en Alouatta. Los estudios hormonales con
métodos no invasivos han demostrado ser exitosos en una gran variedad de investigaciones
(Anestis, 2010; Fujita et al., 2001; Whitten, Brockman, & Stavisky, 1998). Ademas, existen
una variedad de kits de EIA que permiten explorar perfiles hormonales de forma muy sencilla
y en poco tiempo. Por esto es factible que, con una base de datos creciente en perfiles
hormonales, abarcando todas las edades, sea posible obtener perfiles hormonales completos
asociados a caracteres fisicos para en el futuro determinar categorias de edades en individuos
silvestres solo con observaciones morfoldgicas (tamafio, coloracion, genitales), pero con

cierta certeza de cudles son los procesos fisiologicos que cada individuo est4 enfrentando.

7.5. Aportes de los resultados en A. caraya a las hipdtesis del periodo juvenil extendido
en el orden Primates

Hay dos aspectos importantes relacionados con la evolucion del periodo juvenil
extendido: la evolucion de un cerebro de mayor tamafio y el desarrollo de estructuras sociales
complejas (Barrickman et al., 2008; Ross & Jones, 1999). En particular, de las hipdtesis que
intentan explicar el periodo juvenil extendido en primates (seccion 1.3, capitulo I), dos
abordan sus preguntas con este enfoque (hipotesis del desarrollo cerebral e hipotesis del
aprendizaje), y una, la hipotesis del riesgo juvenil, incorpora la interaccion con desafios
ecoldgicos. En la Figura 7.2 se representan las tres hipdtesis de manera esquematica
evidenciado como las explicaciones del periodo juvenil extendido en primates se
interrelacionan.

Por un lado, el costo metabolico asociado a un cerebro de gran tamaio, segun la
hipotesis del desarrollo cerebral es lo que limita el crecimiento somatico produciendo asi un
periodo juvenil extendido (Deaner et al., 2003). Los resultados sobre el periodo juvenil en
A. caraya obtenidos en nuestra investigacion no aportan informacion para hacer inferencias
sobre esta hipdtesis, posiblemente futuros analisis enfocados en el desarrollo del sistema
nervioso, y el metabolismo de este sistema en aulladores pueda aportar informacion en este
sentido.

Por otro lado, la hipotesis del aprendizaje relaciona la encefalizacion del orden primates
y la estructura social compleja con un periodo juvenil extendido. El crecimiento de la
neocorteza cerebral permite un desarrollo cognitivo mayor, y la necesidad de un tiempo mas
largo para aprender y adquirir aptitudes en un entorno social complejo son los principales

factores implicados en la evolucién del periodo juvenil extendido (Joffe, 1997). Esta
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hipdtesis supone que la complejidad de las estructuras sociales en primates requiere de un
tiempo de aprendizaje antes de llegar a la adultez. Nuestros resultados sugieren que el
periodo juvenil es una etapa relacionada con el aprendizaje social. En particular, los
comportamientos de interaccidon con crias y acicalamientos son mas frecuentes en hembras
y los comportamientos de aullidos y juego social son mas frecuentes en macho, posiblemente
estas diferencias se asocian con un entrenamiento de los comportamientos de la vida adulta;
cuidados parentales y comportamientos afiliativos en hembras y proteccion de grupo y pareja

en machos (resultados y discusion del capitulo III).

Figura 7.2. Representacion esquematica de las hipotesis del periodo juvenil extendido en primates.
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La hipotesis del riesgo juvenil, también relaciona la evolucion del periodo juvenil
con el costo metabdlico del crecimiento, y propone que la maduracion retardada en primates
aparece en respuesta a los riesgos asociados al periodo juvenil, dados por la competencia por
el alimento y los riesgos de depredacion e infanticidio (Janson & van Schaik, 2003). Esta
hipoétesis tiene varios supuestos. Por un lado, supone la existencia de competencia con los
adultos por el alimento, asociado a esto predice que especies con alimentos menos
monopolizables (por ejemplo, folivoros) tendran menos competencia por lo tanto periodo
juveniles mas cortos. También supone que los juveniles son menos eficientes en la

alimentacion en general y mdas vulnerables a la depredacion que los adultos. Algunos
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estudios han explorado esta hipdtesis con pruebas contradictorias, en algunos casos se
encuentra evidencia que apoya esta hipdtesis (riesgo de depredacion (Janson, 1990;
Robinson, 1981), competencia por alimento (Leigh & Shea, 1996; Pereira, 1988), menor
eficiencia en alimentacion durante el periodo juvenil (Altmann, 1998; Pelaez, Gil-Burmann,
& Sanchez, 2000)) y otros casos evidencia que la rechaza (riesgo de depredacion (Bidner,
2003; Stone, 2007); competencia por el alimento (Garber & Leigh, 1997; Godfrey, Samonds,
Jungers, Sutherland, & Irwin, 2004; Johnson & Bock, 2004)), menor eficiencia en
alimentacion en juveniles (Fragaszy, 1990; Hanya, 2003; MacKinnon, 2006). Leigh (1996)
sugiere que las diferencias en la duracion del periodo juvenil entre chimpancés y gorilas se
relacionan con las diferencias en las estrategias alimentarias en estas especies, siendo el
periodo juvenil mas corto en la especie con una dieta principalmente folivora-frugivora
(gorilas) dado que esta especie los juveniles no competirian con los adultos por el alimento
(Leigh & Shea, 1996). Sin embargo, Garber & Leigh (1997) en un estudio comparativo entre
distintas especies de platirrinos (Cebuella pygmaea, Callithrix jacchus, Saguinus
fascicularis, S. imperator, Leontopithecus rosalia, Callimico goeldii, Saimiri sciureus, Aotus
trivirgatus y Callicebus moloch), no encontraron relacion entre el tipo de dieta y la extension
del periodo juvenil, ni competencia por el alimento con los adultos ni asociacion entre el
riesgo de depredacion y la tasa de crecimiento. En este sentido, los autores sugieren que en
estas especies el riesgo juvenil no explica el periodo juvenil extendido en primates (Garber
& Leigh, 1997). De la misma manera Stone (2007) en sus estudios realizados en mono ardilla
(Saimiri sciureus) silvestres en Brasil, no encuentra evidencia de un forrajeo menos
eficiente en juveniles, competencia por el alimento con los adultos ni comportamientos
especiales para protegerse de la depredacion por parte de los juveniles (Stone, 2007). En
nuestro trabajo tampoco registramos competencia explicita con los adultos (un adulto
evitando que un juvenil se alimente) o riesgo de depredacion explicita (ver resultados
similares en Ferndndez & Kowalewski, 2018; Garber, Righini, & Kowalewski, 2015;
Kowalewski, 2007). Aunque nuestros resultados sugieren que el periodo juvenil extendido
en A. caraya no responderia a la hipotesis del riesgo juvenil son necesarios estudios de
ecologia nutricional (Zhao et al., 2013) (en los cuales se pueda comparar si hay diferencias
en la incorporacion de hidratos de carbono, lipidos y proteinas y si hay variaciones en la
forma de procesar los compuestos secundarios caracteristicos de una dieta con alto contenido
de hojas) en adultos y juveniles, para estimar si los juveniles de A. caraya son realmente

menos eficientes en la alimentacion y de redes sociales (Sueur, Jacobs, Amblard, Petit, &
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King, 2011) para estimar si los juveniles adquieren una posicion central asociada a la
proteccion contra la depredacion.

En resumen, consideramos que un aspecto clave en la evolucion del periodo juvenil
extendido en primates estd dado por el aumento en el tamafio cerebral en relacion a la vida
en grupo sociales, el desarrollo de la neocorteza permitiria el surgimiento de relaciones
sociales complejas (relaciones afiliativas, migraciones a otros grupos, relaciones de
dominancia, cuidados alo-parentales) lo cual requirié de un tiempo de aprendizaje social
previo a la madurez sexual. No descartamos la importancia del efecto dado por el costo
energético de un cerebro de gran tamafio, y consideramos que posiblemente este fue uno de
las primeras causas que impulso el desarrollo de un periodo juvenil extendido y el vivir en
grupos y aprendizaje social fueron una consecuencia posterior. Por otro lado, no descartamos
que los factores ecologicos juegan un rol en la evolucion del periodo juvenil extendido, pero
consideramos que no es explicacion suficiente y debe aclararse si realmente la menor
eficiencia en la alimentacion por parte de los juveniles se refleja en un peor estado

nutricional.

7.6. Perspectivas futuras de investigacion

Uno de los interrogantes que surge de este trabajo esta asociado a la influencia de
otras hormonas que puedan estar relacionadas con los comportamientos durante el periodo
juvenil. Algunos estudios en primates adultos han explorado la relacion entre oxitocina y
vasopresina con los comportamientos afiliativos(Anestis, 2010; Benitez, Sosnowski, Tomeo,
& Brosnan, 2018; Campbell, 2008; Cavanaugh, Mustoe, & French, 2018; Donaldson &
Young, 2008; Goodson & Thompson, 2010; Ross & Young, 2009; Veenema, 2008), y los
cuidados maternales (Boose et al., 2018; Feldman, 2012; Finkenwirth et al., 2016; Kim et
al., 2014; Pedersen, 1997). La informacion reportada en esta tesis provee el punto de partida
para explorar la relacion de otras hormonas, como la oxitocina y la vasopresina con el
comportamiento, en particular la interaccion con infantes, el cual en nuestro estudio resulta
caracteristico de hembras juveniles y posiblemente tenga una relacion con la expresion de
estas hormonas. Tradicionalmente el andlisis de hormonas peptidicas en animales silvestres
ha resultado un gran desafio, sin embargo, en la actualidad, el desarrollo de técnicas no
invasivas de extraccion de muestras ha abierto la posibilidad de estudiar la relacion de estos
neuropéptidos con los comportamientos sociales en animales silvestres utilizando muestras

de orina (Benitez et al., 2018; Ziegler, 2018).
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En el capitulo VII exploramos el metabolismo del estrés a lo largo del periodo juvenil.
Una observacion interesante es la tendencia expresada en los perfiles de cortisol
individuales, con un aumento en las concentraciones de hormona en los meses de invierno.
Diversos estudios han explorado la importancia de factores ambientales en el metabolismo
del estrés en varios primates (Papio cynocephalus; (Gesquiere et al., 2008); Papio ursinus;
(Weingrill et al., 2004); Alouatta palliata; (Dunn et al., 2013)). En particular 4. caraya es
una especie que habita en un ambiente con estacionalidad marcada con inviernos de
temperaturas minimas de 0°C y veranos con maximas de 44°C ( Rumiz, 1990; Zunino, 1986)
por lo tanto las variaciones de temperatura pueden ser uno de los principales factores
ambientales en el metabolismo del estrés como se ha observado en especies de primates que
habitan en ambientes con variaciones de temperaturas (Macaca sylvanus; (Y oung, Majolo,
Heistermann, Schiilke, & Ostner, 2014); Theropithecus geladas; (Beehner & McCann,
2008); Papio hamadryas ursinus (Weingrill et al., 2004)). Por lo tanto, surgen las siguientes
preguntas ;hay una relacion entre los niveles de cortisol y la estacionalidad en los juveniles
de A. caraya? y ;tienen las bajas temperaturas algin efecto en el metabolismo del estrés?
Jhay variaciones estacionales en la calidad del alimento y se reaccionan estas con el
metabolismo del estrés?

El analisis de los comportamientos sexuales en esta tesis arrojo otro interrogante, dado
que es notable como algunos individuos se destacan de los otros (capitulo III).
Historicamente las diferencias individuales han sido consideradas como “ruido” en los
estudios de comportamiento, sin embargo, muchas de estas diferencias son hereditarias y se
correlacionan con aspectos de historia de vida de los individuos, lo que sugiere que podria
presentar un valor adaptativo (Weinstein & Capitanio, 2008). Consideramos que es
importante explorar el efecto de la personalidad en la ocurrencia de los comportamientos, en
particular aquellos que prestan una gran diferencia individual como es el caso de los
comportamientos sexuales. El termino personalidad se refiere a la variacion individual en el
comportamiento que persiste en el tiempo y en diferentes situaciones (también algunos
utilizan otros términos como; “temperamento”, sindromes comportamentales” o “estilos”)
(Clarke & Boinski, 1995; Sih, Bell, Johnson, & Ziemba, 2004; Weinstein & Capitanio,
2008). En particular, comenzar a explorar el comportamiento considerando esta perspectiva
permitira obtener perfiles de personalidad para aulladores en distintas etapas de la vida, y
considerar si los tipos de personalidad tienen alguna relacion con los cambios en los

comportamientos durante el periodo juvenil.
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En este capitulo hemos propuesto una clasificacion general de los periodos en la historia
de vida en primates, si bien nuestros resultados nos permiten estimar la expresiéon hormonal
en las transiciones entre periodo juvenil a puber, es necesario analizar otras de ellas en
profundidad, en particular, el final de la pubertad y el periodo subadulto. De esta forma
contariamos con informacion la expresion hormonal de las etapas mads dificil de

individualizar en 4. caraya que sustentarian nuestra clasificaciéon con mas datos empiricos.

7.7. Consideraciones finales

Una de las principales contribuciones de esta tesis fue comprender los procesos
hormonales y comportamentales que se desarrollan en machos y hembras a lo largo del
periodo juvenil de 4. caraya y como se relacionan los comportamientos con la expresion de
hormonas sexuales en esta etapa.

Un hallazgo novedoso esta dado por la posibilidad que brinda el estudio de perfiles
hormonales en establecer las etapas de la historia de vida de una manera mas objetiva. En
particular, comprender los procesos asociados con el eje hipotaldmico-hipofisario-gonadal
nos permitio6 establecer el comienzo de la pubertad en esta especie lo cual consistié en una
herramienta fundamental para aclarar y proponer una categorizacion de los periodos de
historia de vida para 4. caraya, que pueden ser utilizados en el orden primates en general.
El uso de informacién brindada por hormonas sexuales permite solucionar ambigiiedades y
conflictivas a la hora de clasificar las distintas etapas en la historia de vida de un orden tan
heterogéneo como los primates.

La informacion obtenida en este trabajo aportd evidencia relacionada con las
hipotesis en relacion al periodo juvenil extendido en primates, en particular las diferencias
sexuales en algunos comportamientos y como se desarrollan durante el periodo juvenil

aportan evidencia a la hipotesis del aprendizaje.
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Anexos

Anexo 1: Necropsia Samba.

Samba (Figura 1) era un juvenil macho de la categoria J2, con 24 meses al inicio del
estudio perteneciente al grupo Huerta. El dia 27/6/2015 se lo observo separado del grupo, y
durmié a mas de 300 metros del mismo. Al dia siguiente amaneci6 debilitado, realizando
prolongadas caminatas en el suelo, hasta quedar descansando. El dia 28/06/2015 al llegar al

area de trabajo se lo encontr6é muerto (a los 34 meses de edad aproximadamente).

Figura 1. Samba, macho juvenil del grupo Huerta, en la
figura tenia 30 meses de edad (febrero 2015)

La necropsia fue realizada por el Veterinario Jorge Pefia en el laboratorio de la
Estacion Bioldgica Corrientes. El animal presentaba una condicion corporal mala, con un
peso de 3.2 kg. Al evaluar la cavidad toracica se pudo observar signos de neumonia, con el
l6bulo principal del pulmén derecho hemorragico (Figura 2) y el ganglio mediastinico
inflamado. El corazon presentaba el pericardio fibrinoso, con liquido seroso y el epicardio
se encontraba blanquecino. La cavidad abdominal contenia liquido seroso y en estobmago se
pudo observar signos de gastritis con grandes ulceras no perforantes, al igual que en
duodeno. Los rifiones se encontraban hemorragicos. El resto de los érganos no presentaban
particularidades. A raiz de estas observaciones la causa de muerte mas probable es

neumonia.
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Figura 2. Sistema respiratorio de Samba, en circulo negro se
observa lobulo principal de pulmén derecho hemorragico

Anexo 2: Recambio de macho central en grupo Hembra Negra.

En este anexo se describe de manera detallada el proceso de recambio de macho
central en el grupo Hembra Negra y las concentraciones de testosterona en el macho juvenil
Bongo en ese periodo.

En el mes de abril de 2015 se observo un proceso de recambio de macho central en
su grupo (Hembra Negra): Desde el dia 1/2 se podia observar un macho extrafio (intruso 1:
Tambor) rodeando el grupo, la concentracion de testosterona en esa época era en promedio
516.2+66.7ng/ml/SG; entre el 8/3 y 25/3 el macho central original Djembé era observado en
el grupo en dias intermitentes, en algunas ocasiones se observo a otro macho cerca del grupo
“tambor” (intruso 1), las concentraciones de testosterona en Bongo en esa semana fueron en
promedio de 601.6+62.7ng/ml/SG. El dia 10/4 se observo un nuevo macho “Charles”
(intruso 2) cerca del grupo, este dia Djembé¢ atin estaba en el grupo (el intruso 1 “Tambor”
ya no se observa), ese dia Bongo exhibid una concentracion de 220.2 ng/ml/SG. El dia 23/4
hubo una intensa pelea (con heridas en ambos individuos) entre Djemb¢ y Charles (intruso
2), la pelea finaliz6 con la retirada de Charles (Figura 3). Esté dia Bongo registr6 sus valores
de testosterona mas elevados en todo el estudio (1478.93 ng/ml/SG), la semana siguiente 28
y 29 de abril el grupo tuvo un nuevo macho central “Charles”, a Djembé no lo volvemos a
ver, esta semana (29/4) las concentraciones de testosterona volvieron a disminuir (392.7

ng/ml/SG).
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Figura 3. Djembé (23/4/2015); (a) individuo descansando luego de pelea, (b) herida en
pata trasera izquierda causada por mordida del otro individuo en la pelea.
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