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RESUMEN

El ciclo de luz-oscuridad permite la regulacion de multiples procesos bioldgicos,
entre los cuales se encuentra la reproduccion. A través de las estructuras del tracto
retino hipotaldmico se logra detectar la secuencia de luz-oscuridad desde el ambiente. El
nacleo supraquiasmatico, que se encuentra en el hipotadlamo, estimula la glandula
pineal, que es la encargada de secretar la hormona melatonina, entre sus funciones esta
la regulacion de los mecanismos involucrados en la reproduccion, es asi que en
animales de estacionalidad reproductiva de dias cortos la melatonina estimula la
actividad gonadotrdfica y al contrario en animales de estacionalidad de dias largos. En
la gran mayoria de los roedores la melatonina tiene un rol inhibitorio. El objetivo de
este trabajo es determinar como afecta la ausencia de fotoperiodo a la reproduccién del
raton de laboratorio. Para estos efectos se utilizO una poblacion de 35 parejas
monogamicas de ratones Mus musculus de la cepa CF-1 en cada uno de los tratamientos
de luz. Se usaron tres salas en forma simultanea, una con 24 horas de luz, otra con 24
horas de oscuridad y la tercera de 12 /12. Las mediciones efectuadas fueron: el tamafio
de la camada al nacimiento y al destete, el peso de la camada al nacimiento y al destete,
producida en dos pariciones consecutivas, asi como también la duracion del lapso
interparto. Los resultados obtenidos determinaron diferencias significativas en cuanto a:
El tamafio de camada al segundo nacimiento, el grupo de 24 horas de oscuridad presenta
una mayor cantidad de crias en relacion al grupo de 24 horas de luz.

El peso de la primera y segunda camada al nacimiento y al destete, asi como también el
peso promedio de la camada al primer destete, obtuvieron los menores valores en el
grupo de 24 horas de luz. Esto se podria explicar gracias a los habitos nocturnos de este
roedor.

La mayor mortalidad observada fue de la primera camada del grupo de 24 horas de luz.
En base a estos resultados se puede deducir que el ratdén de laboratorio no es afectado
negativamente en cuanto a su reproduccién, por la melatonina, a diferencia de lo que
ocurre con otros roedores. No se observan grandes diferencias en cuanto a los
parametros medidos entre los grupos de 24 horas de oscuridad versus 12/12. La
diferencia radica en el grupo de 24 horas de luz, puesto que presenta un desmedro en
cuanto a su reproduccién, con un menor tamafio de la segunda camada, ademés de
menores pesos, 1o que es negativo productivamente. No se detectaron diferencias en el

lapso interparto.



SUMMARY

The cycle of light - darkness allows the regulation of several biological
processes, one of them is the reproduction. Across the structures of the hypothalamic
retina tract is achieved to detect the sequence of light - darkness from the environment.
The supraquiasmatic nucleum, that is in the hypothalamus, stimulates the pineal gland,
which secretes the melatonine hormone. This hormone has multiple functions, one of
them is the regulation of the mechanisms involved in the reproduction, is so in animals
of reproductive season of short days the melatonine stimulates the gonadotrophic
activity, on the contrary in animal of season of long days. In the great majority of the
rodents the melatonine has an inhibitory role. The aim of this work is to show how the
absence of photoperiod affects to the reproduction of the laboratory mouse. For these
effects there was in use a population of 35 monogamic couples of mice Mus musculus
CF-1 in each of the treatments of light. Three rooms were used, one with 24 hours of
light, other one with 24 hours of darkness and the third one of 12/12.

The measurements were: the size of the litter to the birth and to the weaning, the weight
of the litter to the birth and to the weaning, in two consecutive gestations, as well as also
the duration of the space interlabor. The obtained results determined significant
differences as for:

The size of litter to the second birth, the group of 24 hours of darkness is bigger than the
group of 24 hours of light.

The weight of the first and second litter to the birth and to the weaning, as well as also
the mediate weight of the litter to the first weaning, obtaining the minor values in the
group of 24 hours of light. This might be explained because to the night habits of this
rodent.

The major mortality observed was of the first litter in the group of 24 hours of light.

On the basis of these results it is possible to say that the laboratory mouse is not affected
negatively by melatonine in reproduction, unlike what it happens with other rodents.
Big differences are not observed as for the parameters measured between the groups of
24 hours of darkness versus 12/12 hours of darkness. The difference is in the group of
24 hours of light, who presents a decline of reproduction, with a minor size of the
second litter, besides minor weight, which is negative for production. Differences were

not detected in the space interlabor.
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INTRODUCCION

Desde tiempos inmemoriales, se ha considerado al sol y la relacion luz-oscuridad de
gran importancia para la vida del hombre y los animales. La ciencia, con el tiempo, ha
descubierto que la regulacion de innumerables procesos y ciclos biologicos estan
sincronizados por la alternancia de luz y oscuridad.

Un proceso de indiscutible importancia es la perpetuidad de las especies y para esto,
se requiere la oportuna y efectiva reproduccion de los individuos. Para ello, se han
desarrollado durante la evolucidon diversas estrategias adecuadas para este fin. Una de estas
estrategias se relaciona con la capacidad de los animales para “detectar” el momento mas
adecuado para reproducirse, de modo tal, que sea efectiva la sobrevivencia de la
descendencia, en condiciones ambientales y disponibilidad de alimento adecuadas. Para
ello, los animales, cuentan con un complejo sistema de sincronizacion con el ciclo luz-
oscuridad del ambiente.

Estas caracteristicas reproductivas y evolutivas permanecen en aquellos animales
que han sido domesticados, por lo que es importante considerarlo en el manejo
reproductivo de animales criados en condiciones intensivas de cautiverio.

En el laboratorio se utilizan cominmente animales, que son esenciales para el
desarrollo cientifico, cultural y econdmico de un pais. Por lo tanto, es importante conocer
sus procesos bioldgicos y fisioldgicos para lograr una Optima respuesta reproductiva. De
esta manera, se considera de vital importancia conocer el efecto del fotoperiodo en los
aspectos reproductivos.

En este trabajo se estudio la respuesta a la ausencia de fotoperiodo, en la actividad

reproductiva del raton de laboratorio (Mus musculus).



REVISION BIBLIOGRAFICA

1. Fotoperiodo: Regulador de la Reproduccion

1.1. El Sistema Circadiano.

La ciclicidad de la conducta y de los procesos fisioldgicos de los animales es el
resultado de un complejo sistema llamado “sistema circadiano”. Una caracteristica
importante que presenta este sistema, es la plasticidad con la cual se modifica ante el
sincronizador externo o “Zeitgeber”, que es la relacion de luz-oscuridad en 24 horas. Este
sistema circadiano estd comandado por un reloj maestro, que en los mamiferos se encuentra
en el nucleo supraquiasmatico (NSQ) del hipotalamo, en la base del tercer ventriculo, sobre

el quiasma optico (Cardinali et al., 1999).

La retina recibe mediante fotorreceptores la estimulacién luminosa que genera una
respuesta eléctrica y una posterior liberacion de neurotransmisor quimico. Este
neurotransmisor modifica la actividad de las neuronas bipolares, que a su vez estimulan a
las neuronas ganglionares. Hay tres tipos de neuronas ganglionares; dos de ellas actdan en
el andlisis de la vision, y la tercera se vincula con regiones del NSQ. Esta conexién llamada
también “tracto retino- hipotalamico”, permite detectar la secuencia de luz- oscuridad y
lograr una sincronizacion interna a la hora local (ver Fig. n° 1). En roedores de vida
nocturna, la intensidad de luz requerida para la sincronizacién es mucho menor que para un

animal de vida diurna (Cardinali, 1989).

Desde el NSQ se observan dos proyecciones funcionalmente individualizables; una
que se dirige al hipotdlamo basal, que controla a la glandula hipéfisis, afectando por lo
tanto a la actividad secretoria adrenal y tiroidea, entre otras. La segunda proyeccion

controla la actividad simpatica (Cardinali, 1989).



1.2. La Glandula Pineal y la Melatonina.

Toda la funcidn circadiana estd controlada por la glandula pineal, estructura que se
encuentra en el epitdlamo. La sefial desde el NSQ, va al ndcleo paraventricular, luego a la
médula, ganglio cervical superior, para llegar finalmente a la glandula pineal. Como
cualquier otro conversor neuroendocrino convierte un impulso neuronal, en una sefial
endocrina; la secrecion de melatonina (5- metoxi-N-acetiltriptamina), la cual se libera
principalmente durante la noche. La glandula pineal es inervada por vias simpaticas que se
originan desde el NSQ. A su vez, el NSQ cuenta con receptores de melatonina, la cual
también afecta al sistema circadiano (Cardinali, 1989).

La melatonina se genera a partir del aminoacido triptofano que es transformado a
serotonina, para luego ser convertida a melatonina, gracias a procesos sucesivos de
acetilacion y metilacion, (por acciones de las enzimas N-acetiltranferasa e hidroxi-o-indol-
metiltransferasa). La produccion y secrecion de melatonina se incrementa en la oscuridad.
Las enzimas son activadas a través de receptores nor-adrenérgicos, por medio de la
adenilciclasa y el AMPc. El higado es el sitio fundamental de la inactivacion de la
melatonina en el organismo; el metoxiindol se hidroliza primeramente en 6-
hidromelatonina y este producto hidroxilado es entonces conjugado con acido glucurénico

o sulfurico y eliminado por la orina (Goldman, 1999).

En algunas especies, los cambios de los ciclos circadianos se relacionan
estrechamente con la transcripcion de mRNA de la enzima N- acetiltransferasa, mientras
que en otras especies la regulacion se basa en un sistema posterior a la transcripcion. La
otra enzima involucrada en la sintesis de melatonina desde serotonina, es la hidroxi-o-
indol- metiltransferasa, la cual no presenta un patrén en relacion a la exposicion luminica
(Colorado State University, 2003).

Las funciones de la melatonina son multiples. Primero cabe sefialar que esta
hormona refuerza o complementa el ciclo luz-oscuridad del sistema circadiano. Un segundo

rol de esta hormona es coordinar respuestas estacionales del fotoperiodo, como es la



actividad reproductiva, el metabolismo energético y el crecimiento de tejido corneo. La
melatonina afecta a aquellos tejidos que expresan receptores de esta hormona, los cuales
consisten en sistemas basados en proteinas G. Se conocen dos tipos de receptores de
melatonina en mamiferos; MT1 y MT2. Se ha constatado que el receptor MT1 es el méas
importante desde el punto de vista funcional. Los receptores en animales mamiferos se
encuentran en &reas muy especificas, como son el sistema nervioso central, la hip&fisis, y
estructuras cerebrovasculares. Los receptores de melatonina que se encuentran en el NSQ,
estarian involucrados en la regulacién del sistema circadiano, en cambio los receptores del
nacleo dorsomedial del hipotdlamo y &reas premamilares se involucrarian en la regulacion

de la activacion reproductiva (Hazlerigg, 2001).

Nucleo intermedio faleral
de la médula espinal

Fig. n° 1: Esquema del tracto retino-hipotalamico (Boivin et al, 1996).



2. Reproduccion.

2.1. Endocrinologia Reproductiva.

La actividad reproductiva esta regulada por el eje hipotdlamo- hipofisis- gonadas y
es influenciada por factores nutricionales, hereditarios y ambientales (Echeverria, 2006).

En la hembra, cada ciclo se divide en fase luteal y fase folicular. La fase luteal se
distingue por la ausencia de comportamiento sexual, por la presencia de cuerpo lteo activo
y altos niveles de progesterona plasmatica circulante. En cambio, la fase folicular, se
caracteriza por presentar un alza en las concentraciones de estrogeno y una declinacién en
la progesterona serica, lo cual, al final de esta etapa, se manifiesta en un periodo de
receptividad sexual, que se denomina “estro”, momento en que ocurre la ovulacién

(Echeverria, 2006).

La hormona liberadora de gonadotrofina (GnRH) se origina desde el hipotalamo, su
funcién es regular la liberacion de las gonadotrofinas hipofisarias, principalmente la
hormona luteinizante (LH). La regulacion de esta hormona ocurre a nivel autocrino,
paracrino y endocrino, a partir de los esteroides sexuales. La hormona foliculo estimulante
(FSH) y la LH, son de origen adenohipofisario, sus acciones estan centradas basicamente
en la regulacion de una adecuada produccién de gametos y de esteroides sexuales (Pérez,
2004).

2.2. Reproduccion y fotoperiodo.

El fotoperiodo se define como la relacion de luz y oscuridad durante las 24 horas del
dia (Biology-Online.org, 2006).

Aunque todas las especies son sensibles a las variaciones del fotoperiodo, la
intensidad de las respuestas a los cambios luminosos y sus consecuencias varian mucho de
una especie a otra. Dentro de las especies “de dias cortos”, cuya actividad sexual se sitda
durante los dias en que las horas luz van disminuyendo, se encuentran los ovinos y los

caprinos, quienes poseen una alta sensibilidad al fotoperiodo. Los porcinos, en cambio,

5



manifiestan respuestas mas ligeras a los dias cortos. Entre las especies “de dias largos” se
pueden dar como ejemplo a los bovinos y a los equinos, contando estos Gltimos con una

manifiesta fotosensibilidad (Chemineau, 1994).

En animales con estacionalidad reproductiva de dias cortos, se ha observado que al
verse enfrentado al cambio de un fotoperiodo largo a uno corto, se genera una mayor
cantidad de melatonina, la cual en estos animales es estimulante de la actividad
gonadotréfica. En las especies de dias largos, en cambio, la iluminacién y la consecuente
disminucion de melatonina, determina la estimulacién de la actividad ovulatoria
(Chemineau, 1994).

En animales considerados estacionales es observable que durante la etapa de reposo
sexual las gonadas se transforman en inactivas, pero cuando la época reproductiva se
aproxima, las génadas comienzan su funcion nuevamente. En estudios hechos con hamster,
en los cuales se dafia la glandula pineal o una de las vias que dan la fotoinformacion a la
glandula, el animal se mantiene en la etapa de reposo sexual y no vuelve a presentar estro
(Colorado State University, 2003).

2.3. La Melatonina y la Reproduccion.

El efecto de la melatonina es generalmente antigonadotrofico, incluyendo efectos
directos que se detectan en cultivos celulares de neuronas productoras de GnRH. La
exposicion de melatonina produce una regulacion negativa de los niveles de mRNA en

celulas productoras de GnRH (Gillespie et al., 2003).

En animales como hamster Mesocricetus auratus, la melatonina inhibe la GnRH, y
por tanto la LH y la FSH. La melatonina puede regular las neuronas generadoras de GnRH
directamente o puede modular, a través de la retroalimentacion negativa de testosterona,
actuando sobre las neuronas generadoras de androgeno (Maywood et al., 1996). En
estudios hechos en el roedor Peromyscus leucopus, donde se les administré tratamiento de
fotoperiodo corto (14 horas de oscuridad y 10 horas de luz) versus uno largo (14 horas de
luz y 10 horas de oscuridad), en el primero se observd que existe un retraso en la

presentacion de la pubertad, ya que en vez de ocurrir a los 60 dias ocurrio a los 140
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aproximadamente (Johnston y Zucker (a), 1980). Este fendmeno observado se inhibe si a
estos animales se les practica una pinealectomia. También se hizo un grupo al cual se le
administré melatonina y respondié de la misma manera que el grupo bajo fotoperiodo corto
(Johnston et al., 1982)

3. Caracteristicas del raton de laboratorio.

3.1. Caracteristicas fisiologicas

El raton de laboratorio corresponde a la especie Mus musculus, de la familia
Muridae, orden Rodentia y clase Mamalia (Salvador, 2001). Este animal es utilizado para
experimentacion, ya que se caracteriza por tener una gran adaptacion a distintos medios, en
parte por su notable capacidad reproductiva. Es de habitos nocturnos y sociales. La hembra
es considerada como una poliéstrica no estacional, su ciclo reproductivo es de alrededor de
cuatro dias. El periodo receptivo de la hembra al macho es de alrededor de 12 horas y se
presenta generalmente durante la noche. La ovulacion es espontanea y se produce 2 a 3
horas de iniciado el celo. La hembra puede entrar en celo 14 a 28 horas de haber parido, lo
que se denomina “estro postparto”, por lo que puede presentarse un proceso de lactancia y
gestacion simultaneamente (Minnesota AALAS, 2000). La gestacion se prolonga alrededor
de tres semanas, a pesar que se puede alargar otros diez dias, si esta amamantando a otra
camada previamente. Las camadas de animales no consanguineos (outbred) son de
alrededor de 10 a 12 crias. Al incrementar la edad de la madre, disminuye el tamafio de la
camada. El destete se realiza alrededor de las tres semanas de edad de las crias, y la hembra
reanudara sus ciclos 2 a 5 dias postdestete. Durante la lactancia se interrumpe la
periodicidad ovarica. La edad de pubertad es entre los 28 y los 40 dias. Generalmente, la
edad de apareamiento es alrededor de los 50 a 60 dias, cuando los animales pesan
aproximadamente 25-30 g. EI numero de pariciones al afio en condiciones normales de
crianza es de 6 a 8 (AALAS” Scientific Advisory Committee, 2004). Este animal presenta
pesos al nacimiento de 0.5a 1.5 g, y al destete pesos promedios de 11-14 g a los 21 dias. Su
vida atil como animal de laboratorio es de 1.5 a 3 afios (Harkness y Wagner, 1983).

El Centro de Produccion de Animales de Laboratorio (CPAL) del Instituto de Salud
Publica de Chile (ISP) cuenta con datos promedios del afio 2005 de 2.719 hembras

reproductoras de cepa CF-1, de ellas alrededor de 1.200 hembras en cruces monogamicos
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permanentemente apareados, con 1.200 machos y el resto en cruces bigdmicos permanente
apareados, con aproximadamente 900 machos, en promedio las hembras llegan a tener 7 a 8
partos. Se cuenta con un CMO (Capacidad Matriz Optima) de 20.393, existencias al mes de
7.834 (se excluye a los reproductores) y entregas al mes de 12.087. Los principales
pardmetros productivos de este bioterio son; el tamafio de camada promedio de 10 crias y
un Indice de Eficiencia de 60% (Romero y Fuenzalida, 1983); (CPAL, 2005).

4. Roedores: el Fotoperiodo y la Reproduccion.

4.1. Roedores con Estacionalidad Reproductiva.

Los ciclos estrales en ratones P. leucopus, cesan aproximadamente después de dos
meses de exposicion a fotoperiodo corto, es decir, menos de 12 horas de luz diaria (Lynch y
Gendler, 1980). En otro estudio con P. leucopus, Beasley et al., (1981) intentaron
determinar la respuesta al fotoperiodo en el estro postparto. Se determiné que el 77% de las
hembras con fotoperiodo largo tienen méas de una camada concebida en el estro postparto,
en contraposicion el grupo de fotoperiodo corto, en que solo el 33% presentan la misma
condicion. La gran mayoria de los animales expuestos a fotoperiodo corto, recién a las 13
semanas cesan los ciclos estrales. Estudios realizados por Pyter et al., (2005) en la misma
especie de roedor, demostraron que los machos en fotoperiodo corto disminuyeron el peso
testicular. En los machos con fotoperiodo largo y con pareja heterosexual se observé un
aumento del peso testicular y testosterona sérica, comparados con los animales bajo las
mismas condiciones, solos o con pareja del mismo sexo. Por lo que ademas de la luz, la
interaccidon social genera una respuesta reproductiva asociada. Esto concuerda con lo
afirmado por Johnston y Zucker (b) (1980), quienes determinaron que posterior a un

periodo de 20 semanas de fotoperiodo corto existe regresion testicular.

En el hdmster M. auratus, se ha demostrado que el cese de los ciclos estrales ocurre
después de las seis semanas de tratamiento con fotoperiodo corto (Seegal y Goldman,

1975). Hotz y Turek (1993), utilizaron machos hamster en condiciones de 6 horas luz y 18



horas de oscuridad, manifestandose una regresion testicular posterior al tratamiento de 12

Semanas.

Frost y Zucker (1983), estudiaron los cambios en ratones Onychomys leucogaster al
pasar de un fotoperiodo largo a uno corto. En machos postpuberales se detectdé una
regresion testicular despues de las 10 semanas de tratamiento, los cuales se reconstituyeron
a las 30 semanas de fotoperiodo corto. En hembras, ocurrié un fenémeno similar, donde se
caracterizd por un cese de los ciclos estrales a las 3 semanas y reaparecieron a las 13

semanas de fotoperiodo corto.

Un estudio de Whitsett y Miller (1982), efectuado en el raton Peromyscus
maniculatus bairdii, que presenta estacionalidad reproductiva en la naturaleza, determiné
que los animales adultos en condiciones de fotoperiodo corto presentan una minima
alteracion en sus ciclos reproductivos en hembras adultas, no observandose diferencias
significativas en la citologia vaginal de las hembras en fotoperiodo corto y largo, luego de
28 semanas de tratamiento, a diferencia de las hembras jovenes que son mas sensibles al
cambio de fotoperiodo, afectando la maduracion sexual. Otro estudio realizado en machos
(Whitsett et al., 1983), muestra que en fotoperiodo largo hay una mayor estimulacion de los
organos sexuales, observandose un aumento en el peso de testiculos y vesiculas seminales.

Por otra parte, se ha determinado que existen diferencias en la respuesta al cambio
de fotoperiodo, segun la edad del ejemplar y la especie estudiada. Un ejemplar adulto de M.
auratus tiene una mayor sensibilidad, a un fotoperiodo corto, manifestandose en una
regresion gonadal, que un individuo joven en que no se influencia la maduracion de sus
organos reproductivos. En cambio, en las ratas Rattus norvegicus y las ratas Sigmodon
hispidus, asi como en los ratones P. maniculatus bairdii existe una mayor sensibilidad
durante una etapa mas precoz de la vida (Whitsett y Miller, 1982), lo mismo ocurre con P.
leucopus, que al recibir tratamiento de fotoperiodo corto desde el nacimiento retrasa su
pubertad, lo que no se observa si el tratamiento es efectuado entre los 25 dias y 60 dias de
edad (Johnston et al., 1982).

Campbell et al., (1976) utilizando ratas en condiciones de luz constante,

determinaron que las hembras entraron en un estado anovulatorio despues de 85 dias de



tratamiento. Estos resultados contrastan con los reportados por Kent et al., (1968) quienes
utilizaron hamster en las mismas condiciones y detectaron anovulacion recién entre los 6 y
los 14 meses de exposicion al tratamiento. Esto se puede explicar por el efecto de carrera
libre (“free running”), que se da cuando no hay sefiales externas que manifiesten un ciclo

ambiental.

4.2. Roedores Poliéstricos no Estacionales.

Segln Bronson (1979), el raton de laboratorio no parece ser afectado por el

fotoperiodo, incluso se refiere a la posibilidad de que éste se puede reproducir bien en
absoluta oscuridad, por los que los factores que afectarian al rendimiento reproductivo son
la dieta, la temperatura ambiental y las condiciones de stress.
A pesar de ser un animal que se considera no estacional en cuanto a la reproduccién, se ha
detectado un menor numero de gestaciones y un menor tamafio de camada durante los
cuatro meses de invierno. Se discute que esto sea a causa de una respuesta a los cambios
luminicos del ambiente o por un reloj biolégico interno (Mufioz-Quiles et al., 2001).
Bronson y Saal (1979), hicieron estudios sobre hembras M. musculus de la cepa CF-1. Los
animales fueron expuestos a ciclos de luz- oscuridad de 14 horas de luz y 10 de oscuridad,
al tercer dia se les apag0 la luz por 24 horas, en ese dia ocurriria el proestro, ya que su ciclo
estral estaba sincronizado. Se les midié la hormona LH y se determind que presentaban 2,4
veces mas que hembras en ciclos de 14 horas luz y 10 horas oscuridad constante. Luego se
determin6 que no se modificaba la tasa de ovulacion de estos ratones.

Yellon y Tran (2002), trabajaron con ratones consanguineos, los cuales fueron
sometidos a cambios de fotoperiodo largo a corto, de forma que de 16 hrs. de luz pasaron a
8 hrs., manteniendose este régimen por ocho semanas. No se detecté cambio en el peso
corporal de los animales, ni en el peso testicular. Todo esto, a pesar del aumento que hubo

en la concentracion sérica de melatonina.

Adicionalmente, ensayos en que se utilizaron ratones hembras mantenidos en

condiciones de luz continua, concluyeron que se presenta un alargamiento de los ciclos,
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medidos a través de citologia vaginal. Solo 4 de 16 hembras desarrollaron estado de

anovulatorio después de mantenerse por 120 dias de tratamiento (Campbell et al., 1976).

Un roedor que no presenta estacionalidad reproductiva es el raton Zygodontomys
brevicauda que habita en la selva de Venezuela, el cual no responde a cambios en el
fotoperiodo, manteniendo su capacidad de prefiez. Lo Unico que se modifica es el peso

corporal (Heideman y Bronson, 1990).
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HIPOTESIS

La ausencia de fotoperiodo, ya sea en condiciones de luz u oscuridad constante,

afecta los resultados reproductivos del raton de laboratorio.

OBJETIVO GENERAL

- Determinar si en el raton de laboratorio (M. musculus) se presenta un cambio en la

fisiologia reproductiva ante la ausencia de fotoperiodo.

OBJETIVOS ESPECIFICOS
En condiciones de luz u oscuridad constante, comparando con fotoperiodo de 12
horas luz- 12 horas de oscuridad:
- Caracterizar la duracion del lapso interparto.
- Determinar el tamafio de la camada al nacimiento y al destete.
- Establecer el peso de la camada al nacimiento y al destete.

MATERIAL Y METODOS

1. Caracteristicas y origen de los animales experimentales.

El trabajo se realiz6 en el CPAL (Centro de Produccion de Animales de
Laboratorio) del ISP. Se trabajé con ratones M. musculus de la cepa CF-1, no
consanguinea, convencional. Estos ejemplares son descendientes de animales adquiridos en
1974 desde INPPAZ (Instituto Panamericano de Proteccion de Alimentos y Zoonosis), en
ese entonces llamado CEPANZO (Centro Panamericano de Zoonosis), Buenos Aires,

Argentina.
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La cepa anteriormente indicada, en animales donde las hembras han tenido dos
partos previos, presentan tamafio de camada al nacimiento de 10 + 2, peso al nacimiento de
0.5 £ 0.01 g., tamafo de camada al destete de 9 + 2 y peso de la camada al destete de 11 +

0.3 g. La longitud de la gestacion es de 21dias £ 1.

2. Manejo ambiental.

Los animales utilizados en el estudio fueron alimentados con extruido comercial
con una formulacion fija, al cual se le realizan examenes de Analisis Quimico Proximal y
Microbioldgico. El ambiente fue controlado, la temperatura fluctud entre los 20 y 24°C y la
humedad relativa entre 50 y 60%, con 15 cambios de aire por hora. El nivel de iluminacion
fue de 300 lux.

3. Metodologia.

Se utilizaron hembras de dos partos y pesos corporales similares. Se usaron 35
hembras y 35 machos por tratamiento. Se efectuaron tres tratamientos, es decir un total de
105 hembras y 105 machos. Para determinar estos valores se ha considerado a la camada
como unidad de estudio. Se decidié considerar la variable “tamafo de camada al
nacimiento”, para determinar el tamafio de la muestra (puesto que ésta era la que requeria
un nimero de muestra mayor), existiendo una desviacion estandar D.E.=2, con un nivel de
confianza de 5% de error a, con un coeficiente Z a de 1.96 y una potencia de 95%, con
estos datos se determind que se requerian 27 parejas de animales por grupo.

Posteriormente de efectuada la parte experimental se decidio determinar la potencia
de la prueba (1-B), que representa la capacidad que tiene ésta de dar como falsa la hipotesis
nula y que sea falsa verdaderamente, y de esta manera asegurarnos que el namero utilizado
de animales fue el adecuado. Se utilizo el peso promedio al destete del primer parto para
determinarla y se hizo uso de los nomogramas de Zar (1996), considerando v1=2 y v2=90,
obteniendo una potencia de 0,95. Es destacable que desde 0,70 hacia arriba se considera
aceptable, por lo que se puede afirmar que el nimero de individuos utilizados en el estudio

fue el adecuado.
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Los animales se eligieron de forma aleatoria y se dispusieron en tres salas. Una de
ellas present6 un fotoperiodo de 12 horas de luz y 12 horas de oscuridad. La segunda sala
permanecio en oscuridad constante y la tercera sala en que se mantuvo a los animales en luz
constante. Los animales fueron dispuestos en carros, dentro de los cuales se fueron rotando,
de manera tal que recibieran la misma cantidad de luz.

Los tratamientos tuvieron una duracion de 90 dias, donde las hembras y los machos
se mantuvieron separados los primeros 10 dias para que hubiera una adaptacion al
tratamiento impuesto.

Todos los ratones fueron mantenidos en jaulas, en cruces monogamicos
permanentemente apareados.

Las variables a medir fueron el peso de las camadas y el nimero de crias en cada
camada al nacimiento. Luego de 21 dias, en que se mantuvieron a los ratones lactantes con
sus madres, se midié nuevamente el peso de las crias y el tamafio de la camada.
Posteriormente se esperd la ocurrencia de una segunda gestacion, midiéndose las mismas
variables anteriormente descritas (Cuadro n® 1). Con estos datos se pudo determinar el
lapso interparto y la mortalidad observadas en las camadas. Se anoto, adicionalmente, los
animales que presentaron conducta de canibalismo con sus crias.

A los animales se les hizo cambio de viruta y de jaula dos veces por semana, donde
también se le renovaba el agua y el alimento. La deteccion de parto se hizo visualmente y

cuando fue necesario se utilizé una pequefia linterna.

Cuadro n°l: Esquema de trabajo. Los tratamientos a los distintos grupos y los
momentos en que se realizaran las mediciones. O= 12hrs. de oscuridad. L= 12hrs. de luz.

M= momento de medicion.

Machos/Hembras | Machos+Hembra | Machos+Hembra+Crias | Machos+Hembra | Machos+Hembra+
Crias
(0][e] 0/0 0/0 0O/0 (0][0]
Oo/L Oo/L Oo/L Oo/L Oo/L
L/L L/L L/L L/L L/L
Dia 10 1° Parto 1° Destete 2° Parto 2° Destete
M M M M

14



4. Andlisis de los datos.

Para comparar los tres grupos, se utilizd Analisis de Varianza de una via, y cuando
correspondio, se utilizo el anéalisis no paramétrico de Kruskal- Wallis. Al ser detectadas
diferencias significativas entre los grupos, se debio determinar entre cuales de los grupos
era que ocurria esto, por lo que se utilizo el método de Bonferroni o el método de Scheffe
para hacer multiples comparaciones entre medias. Todos los analisis fueron efectuados
utilizando las funciones de Statgraphics 5.0, excepto las pruebas Exactas de Fisher en que
se usO Stata 8.0. Ambos paquetes estadisticos se instalaron en un computador Samsung
SyncMaster 551V. El andlisis de mortalidad fue efectuado utilizando el andlisis de residuos
en tablas de contingencia (Rodrigues, 1999).

5. Etica

La presente investigacion cumple las normas internacionales para la investigacion
biomédica con animales, sefialadas en los codigos internacionales de ética por el Consejo
de Organizaciones Internacionales de Ciencias Médicas en el Boletin de la Oficina
Sanitaria Panamericana de 1990 (Consejo de Organizaciones Internacionales de Ciencias
Meédicas, 1990).
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RESULTADOS

Posteriormente de realizadas las mediciones, se obtuvieron los siguientes resultados:
1- El tamafio de la camada al nacimiento del primer parto del periodo experimental
no presenta diferencia significativa entre los grupos de 12 horas luz-12 horas oscuridad, 24
horas de oscuridad y 24 horas de luz (F, o 1,78; P = 0,1745) con un 95% de confianza. Se

utilizé el andlisis de varianza de una via, ya que aunque no se observa distribucion normal,
las varianzas son homogéneas (Prueba C de Cochran: 0,430016; P = 0,243645) con un

nivel de confianza de 95%.

Tabla n°® 1: Tabla Resumen Estadistico.

lluminacion N Promedio Varianza Desviacion
Estandar

0%LUZ 32 12,5313 10,5151 3,2427

100%LUZ 32 12,6875 17,3831 4,1693

50%LUZ 35 14,0571 12,5261 3,563922

Total 99 13,1212 13,6586 3,69576

Huminacion Asimetria Apuntamiento

0%LUZ -0,720841 0,410548

100%LUZ -1,80452 0,350549

50%LUZ -1,40548 -0,152431

Total -2,38418 0,382321
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Tabla n° 2: Tabla de Andlisis de Varianza.

Source Suma Cuadrado Df Media 2 F P
Entre Grupos 47,816 2 23,908 1,78 0,1745
Dentro Grupo 1290,73 96 13,4451

Total (Corr.) 1338,55 98

2- El tamafio de la camada al primer destete del periodo experimental muestra,
utilizando el analisis de varianza, que no existe diferencia significativa entre los tres grupos
(F, 4 = 2,37, P=0,0989), 95% de confianza. A pesar de presentar una distribucion distinta a
la normal, se utiliza este analisis, debido a que las varianzas son iguales estadisticamente

hablando (Prueba de Bartlett: 1,00998; P= 0,64389). Se utiliza un nivel de confianza de
95%.

Tabla n° 3: Tabla Resumen Estadistico. La asimetria se desvia levemente del rango

+2 y -2, sefialando la no existencia de distribucion normal de los datos.

lluminacion N Promedio Varianza Desviacion
Estandar

100%LUZ 28 11,6786 14,1521 3,76193

50%LUZ 31 11,2581 16,3312 4,04119

0%LUZ 34 13,1765 11,6649 3,41539

Total 93 12,086 14,3838 3,7926

Huminacion Asimetria  Apuntamiento

100%LUZ -1,93177 1,71187

50%LUZ -2,35606 0,489412

0%LUZ -1,30429 0,186034

Total -3,36034 1,56759
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Tabla n° 4: Tabla de Andlisis de Varianza.

Source Suma Cuadrado Df Media 2 P
Entre Grupos 66,328 2 33,164 0,0989
Dentro Grupo 1256,98 90 13,9665

Total (Corr.) 1323,31 92

3- El tamafio de la camada al nacimiento del segundo parto en el que se observan

diferencias significativas entre el 24 horas de luz y el grupo de 24 horas de oscuridad,

siendo mayor este dltimo (F,,,= 4,16; P =0,0192). Nivel de Confianza de 95%. Las

varianzas son homogéneas (Prueba de Bartlett: 1,04267 P=0,197317). Se utiliza un nivel

de Confianza de 95%.

Tabla n®5: Tabla Resumen Estadistico.

lluminacién N Promedio Varianza Desviacion
Estandar

100%LUZ 26 13,5385 10,3385 3,21535

50%LUZ 25 10,24 20,94 457602

0%LUZ 31 11,9032 18,557 4,30778

Total 82 11,9146 17,9803 4,24032

Huminacion Asimetria Apuntamiento

100%LUZ 0,766397 -0,391897

50%LUZ -0,470997 -0,398882

0%LUZ 0,154665 -0,431345

Total -0,82464 -0,127796
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Tabla n° 6: Tabla de Andlisis de Varianza.

Source Suma Cuadrado Df Media 2 F P
Entre Grupos 138,671 2 69,3356 4,16 0,0192
Dentro Grupo 1317,73 79 16,6801

Total (Corr.) 1456,4 81

Tabla n°® 7: Prueba de Bonferroni.

Huminacion N Media Grupos Homogéneos
100%LUZ 25 10,24 X

50%LUZ 31 11,9032 XX

0%LUZ 26 13,5385 X

Contraste Diferencias +/- Limites

0%LUZ - 100%LUZ *3,29846 2,79827

0%LUZ - 50%LUZ 1,63524 2,65663

100%LUZ - 50%LUZ -1,66323 2,68537

* denota la diferencia estadisticamente significativa.

Medias e Interv alode Confianza 95% (Scheffe)
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Grdfico n°l: Grdfico de “Medias e Intervalos de Confianza 95%”. Los tres grupos
tratados con diferente iluminacién y su respuesta en relacion al tamafo de la camada al

nacimiento del segundo parto en estudio.
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4- El tamafio de la camada al destete del segundo parto no manifiesta diferencias
significativas entre los distintos grupos que reciben tratamiento de 24 horas de luz, 24 horas

de oscuridad y 12 horas de luz- 12 horas de oscuridad (F, -, = 0,69; P=0,5075) y el nivel de

confianza utilizado es de 95%. Las varianzas no manifiestan diferencias estadisticas
(Prueba C de Cochran: 0,465801; P =0,240698) con un nivel de confianza de 95%.

Tabla n° 8: Tabla Resumen Estadistico.

lluminacién N Promedio Varianza Desviacion

Estandar

100%LUZ 16 11,3125 26,0958 5,10841

50%LUZ 13 9,84615 14,3077 3,78255

0%LUZ 26 11,5 15,62 3,95221

Total 55 11,0545 18,1266 4,25753

Huminacion Asimetria Apuntamiento

100%LUZ -0,763882 -0,277489

50%LUZ -0,596556 -0,47008

0%LUZ -0,105207 -0,660155

Total -0,702035 -0,665349

Tabla n® 9: Tabla de Andlisis de Varianza.

Source Suma Cuadrado Df Media 2 F P
Entre Grupos 25,2066 2 12,6033 0,69 0,5075
Dentro grupo 953,63 52 18,339

Total (Corr.) 978,836 54

5- El peso de la camada al nacimiento en el primer parto del estudio manifiesta una
diferencia significativa entre los grupos de 12 horas de luz -12 horas de oscuridad y el
grupo de 24 horas de luz (F , = 3,87; P =0,0243), con un nivel de Confianza es de 95%. A

pesar que los grupos no presentaron una distribucion normal, se pudo seguir utilizando el
método de Analisis de Varianza, ya que las varianzas no son estadisticamente diferentes
(Prueba C de Cochran: 0,47786; P=0,0603962) y se utiliz6 un nivel de confianza de 95%.
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Tabla n° 10: Tabla Resumen Estadistico. Se detecta una asimetria en cuanto a la

distribucion de los valores de los grupos, puesto sobresale del rango -2 y +2.

lluminacion N Promedio Varianza Desviacion
Estandar

100%LUZ 32 24,3266 27,7974 5,27232

50%LUZ 32 22,55 60,8123 7,79822

0%LUZ 35 26,9343 38,65 6,21691

Total 99 24,6742 44,7759 6,69148

Huminacion Asimetria  Apuntamiento

100%LUZ -2,0509 0,764009

50%LUZ -0,812026 -0,47657

0%LUZ -0,969711 0,0606343

Total -2,20658 0,379803

Tabla n® 11: Tabla de Analisis de Varianza.

Source Suma Cuadrado Df Media 2 F P
Entre Grupos 327,038 2 163,519 3,87 0,0243
Dentro Grupo 4061,0 96 42,3021

Total (Corr.) 4388,04 98

Tabla n°® 12: Prueba de Bonferroni.

lluminacion N Media Grupos Homogéneos
100%LUZ 32 22,55 X

0%LUZ 32 24,3266 XX

50%LUZ 35 26,9343 X

Contraste Diferencia +/- Limites

0%LUZ - 100%LUZ 1,77656 3,96201

0%LUZ - 50%LUZ -2,60772 3,87618

100%LUZ - 50%LUZ *-4,38429 3,87618

* denota la diferencia estadisticamente significativa.
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Medias e Interv alos de Confianza 95% (Scheffe)
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Grdfico n° 2: Grdfico de “Medias e Intervalos de Confianza 95%". Los tres grupos
tratados con diferente iluminacion y su respuesta en relacion al peso de la camada al

nacimiento del primer parto en estudio.

6- El peso de la camada al destete del primer parto del periodo experimental
presenta diferencia significativa entre el grupo de 24 horas de luz y el grupo de 24 horas de
oscuridad. Asi como también entre el grupo de 24 horas de luz y el grupo de 12 horas de

luz y 12 horas de oscuridad (F , 4, = 15,85; P=0,00000127), el nivel de confianza utilizado

es de 95%. Se determina que los menores pesos corresponden al grupo de 24 horas de luz.
Las diferencias entre las variables no son estadisticamente significativas (Prueba de
Bartlett: 1,06935; P = 0,0511438) con el nivel de confianza de 95%.
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Tabla n° 13: Tabla Resumen Estadistico. Se observa una asimetria, ya que el valor

esté fuera del rango -2 y +2. De lo que se deduce que la distribucion de la poblacion no es

normal.

lluminacién N Promedio Varianza Desviacion
Estandar

100%LUZ 28 127,561 1842,45 42,9238

50%LUZ 31 96,8161 726,977 26,9625

0%LUZ 34 145,826 1226,22 35,0174

Total 93 123,99 1646,53 40,5775

Huminacion Asimetria Apuntamiento

100%LUZ 0,648529 4,27504

50%LUZ -2,86042 1,48953

0%LUZ -1,23702 -0,689624

Total 0,228374 2,09986

Tabla n° 14: Tabla de Analisis de Varianza.

Source Suma Cuadrado Df Media 2 F P

Entre Grupos 39460,3 2 19730,1 15,85 0,0000

Dentro Grupo 112021,0 90 1244,67

Total (Corr.) 151481,0 92

Tabla n° 15: Prueba de Bonferroni.

Huminacion N Media Grupos Homogéneos

100%LUZ 31 96,8161 X

0%LUZ 28 127,561 X

50%LUZ 34 145,826 X

Contraste Diferencia +/- Limites

0%LUZ - 100%LUZ *30,7446 22,439

0%LUZ - 50%LUZ -18,2658 21,9642

100%LUZ - 50%LUZ *-49,0103 21,3734

* denota la diferencia estadisticamente significativa.
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Grdfico n’3: Grafico de “Medias e Intervalos de Confianza 95%”. Los tres grupos
tratados con diferente iluminacion y su respuesta en relacion al peso de la camada al

destete del primer parto en estudio.

7- El peso de la camada al nacimiento del segundo parto establece diferencias
significativas entre el grupo de 24 horas de luz y el de 24 horas de oscuridad, siendo los
valores mas altos, los encontrados en el grupo de 24 horas de oscuridad (F,,, = 4,46;

P=0,0146). Con un nivel de confianza de 95%. Se observa homogeneidad en las varianzas
(Prueba de Levene: 1,80505; P =0,171183). Se utiliza un nivel de confianza de 95%.

Tabla n° 16: Tabla Resumen Estadistico. Se observa asimetria y apuntamiento,

puesto que los valores se salen del rango -2y +2.

lluminacién N Promedio Varianza Desviacion
Estandar
100%LUZ 26 26,4615 41,2033 6,41898
50%LUZ 25 20,064 76,6682 8,75604
0%LUZ 31 23,5742 58,7286 7,66346
Total 82 23,4195 63,6396 7,97744
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Huminacion Asimetria Apuntamiento
100%LUZ 2,22671 2,55128
50%LUZ -0,933203 -0,495325
0%LUZ 0,0124792 -0,542933
Total -0,801263 1,01295

Tabla n® 17: Tabla de Anéalisis de Varianza.

Source Suma Cuadrado Df Media 2 F P
Entre Grupos 522,83 2 261,415 4,46 0,0146
Dentro Grupo 4631,98 79 58,6326

Total (Corr.) 5154,81 81

Tabla n° 18: Con la prueba de Bonferroni.

Huminacion N Media Grupos Homogéneos
100%LUZ 25 20,064 X

50%LUZ 31 23,5742 XX

0%LUZ 26 26,4615 X

Contraste Diferencia +/- Limites

0%LUZ - 100%LUZ *6,39754 5,24638

0%LUZ - 50%LUZ 2,88734 4,98083

100%LUZ - 50%LUZ -3,51019 5,03471

* denota la diferencia estadisticamente significativa.
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Grdfico n’4: Grafico de “Medias e Intervalos de Confianza 95%”. Los tres grupos
tratados con diferente iluminacién y su respuesta en relacién al peso de la camada al

nacimiento del segundo parto en estudio.

8- El Peso de la camada al segundo destete del periodo en estudio establece
diferencias significativas entre las medias del grupo 24 horas luz y el grupo 12 horas de

oscuridad- 12 horas de luz (F,s, = 4,70; P= 0,0133) con un nivel de confianza de 95%.

Siendo las camadas de menos peso las del grupo de 24 horas de luz. No hay diferencias
significativas entre las varianzas (Prueba de Levene: 0,717296; P= 0,492835), con un nivel

de confianza de 95%.

Tabla n® 19: Tabla Resumen Estadistico.

lluminacién N Promedio Varianza Desviacion
Estandar
100%LUZ 16 99,6812 1577,42 39,7167
50%LUZ 13 95,1462 959,619 30,9777
0%LUZ 26 128,192 1458,09 38,1849
Total 55 112,087 1566,04 39,5732
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Huminacion Asimetria Apuntamiento
100%LUZ -1,51377 0,134896
50%LUZ -1,00001 -0,233812
0%LUZ -0,322559 -0,201047
Total -0,803873 0,244024

Tabla n° 20: Tabla de Anéalisis de Varianza.

Source Suma Cuadrado Df Media 2 F P
Entre Grupos 12937,2 6468,62 4,70 0,0133
Dentro Grupo 71628,9 52 1377,48

Total (Corr.) 84566,2 54

Tabla n° 21: Prueba de Bonferroni.

Huminacion N Media Grupos Homogéneos
100%LUZ 13 95,1462 X

0%LUZ 16 99,6812 XX

50%LUZ 26 128,192 X

Contraste Diferencia +/- Limites

0%LUZ - 100%LUZ 4,5351 34,2841

0%LUZ - 50%LUZ -28,5111 29,1745

100%LUZ - 50%LUZ *-33,0462 31,1888

* denota la diferencia estadisticamente significativa.
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Grdfico n°5: Grafico de “Medias e Intervalos de Confianza 95%”. Los tres grupos

tratados con diferente iluminacién y su respuesta en relaciéon al peso de la camada al

segundo destete en estudio.

9- En el lapso interparto no se observa diferencias significativas entre los diferentes

grupos (F,.,= 0,45; P=0,6406), con el nivel de confianza utilizado de 95%. No hay

diferencias significativas entre las variables (Prueba de Bartlett: 1,01155; P= 0,640087),
siendo el nivel de confianza de 95%.

Tabla n°® 22: Tabla Resumen Estadistico. Algunos valores de asimetria y

apuntamiento se salen de los rangos -2 y +2, lo que nos permite determinar la ausencia de

distribucién normal.

lluminacién N Promedio Desviacion
Estandar
0%LUZ 27 32,2963 10,3545
100%LUZ 25 32,24 8,59884
50%LUZ 30 30,1667 9,92761
Total 82 31,5 9,62539
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Huminacion Asimetria Apuntamiento

0%LUZ -1,88813 2,48958
100%LUZ 0,63512 -1,28213
50%LUZ 5,15956 8,07655
Total 2,14062 4,70952

Tabla n° 23: Tabla de Analisis de Varianza.

Source Suma Cuadrado Df Media 2 F P
Entre Grupos 84,1437 2 42,0719 0,45 0,6406
Dentro Grupo 7420,36 79 93,9286

Total (Corr.) 7504,5 81

10- El peso promedio al nacimiento del primer parto. Se utiliz6 la prueba de
Kruskal- Wallis, la cual indica que las diferencias encontradas entre los grupos no son
significativas (KW= 4,44161; P =0,108522), con un nivel de confianza es de 95%.

Tabla n°® 24: Prueba de Kruskal-Wallis.

lluminacion Tamafio Muestra Promedio rank
0%LUZ 32 52,8125
100%LUZ 32 41,3281
50%LUZ 35 55,3571

Prueba Estadistica = 4,44161 P =0,108522, no significativo.
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Grdfico n°6.: Grdfico de “Medias e Intervalos de Confianza 95%”. Los tres grupos
tratados con diferente iluminacién y su respuesta en relacion al peso promedio de la

camada al nacimiento del primer parto en estudio.

11- El peso promedio al primer destete en estudio permite detectar una diferencia

significativa entre el grupo de 24 horas luz y los otros dos grupos en tratamiento (F, 4, =

5,46; P=0,0058), el nivel de confianza es de 95%. A pesar de no distribuirse normalmente,
las varianzas de los grupos son iguales estadisticamente (Prueba de Levene: 0,874026; P=
0,420779), el nivel de confianza es de 95%.

Tabla n° 25: Tabla Resumen Estadistico. Se manifiesta una asimetria, puesto que
uno de los valores se encuentra fuera del rango -2 y +2, considerandose, por lo tanto que

la poblacion no presenta una distribucién normal.

lluminacién N Promedio Desviacion
Estandar
0%LUZ 28 11,3808 3,1735
100%LUZ 31 9,35891 2,52155
50%LUZ 34 11,5533 3,03552
Total 93 10,7699 3,05702
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Huminacion Asimetria Apuntamiento
0%LUZ 2,23052 1,6962
100%LUZ 1,5855 -0,0465614
50%LUZ 0,361082 -0,862595
Total 2,47104 0,405307

Tabla n° 26: Tabla de Analisis de Varianza.

Source Suma Cuadrado Df Media 2 F P
Entre Grupos 93,0356 2 46,5178 5,46 0,0058
Dentro Grupo 766,74 90 8,51933

Total (Corr.) 859,775 92

Tabla n® 27: Con la prueba de Scheffe.

Huminacion N Media Grupos Homogéneos
100%LUZ 31 9,35891 X

0%LUZ 28 11,3808 X

50%LUZ 34 11,5533 X

Contraste Diferencia +/- Limites

0%LUZ - 100%LUZ *2,0219 1,8941

0%LUZ - 50%LUZ -0,172516 1,85402

100%LUZ - 50%LUZ *-2,19442 1,80415

* denota la diferencia estadisticamente significativa.
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Grdfico n°7: Grdfico de “Medias e Intervalos de Confianza 95%”. Los tres grupos
tratados con diferente iluminacién y su respuesta en relacion al peso promedio de la

camada al primer destete del estudio.

12- El peso promedio al nacimiento del segundo parto no muestra diferencias entre

los grupos analizados (F,,,= 0,61; P= 0,5469), el nivel de confianza es de 95%. Las

varianzas son estadisticamente iguales (Prueba de Levene: 0,094755; P= 0,909699), usando

un nivel de confianza de 95%.

Tabla n° 28: Tabla Resumen Estadistico. Se determina asimetria y apuntamiento,
por lo que la distribucion de la poblacion no es normal, caracterizandose por presentar

valores fuera del rango -2 y +2.

lluminacién N Promedio Desviacién Estandar
0%LUZ 26 1,96944 0,248319
100%LUZ 25 1,96381 0,254185
50%LUZ 31 2,02847 0,239087

Total 82 1,99004 0,24548
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lluminacion Asimetria Apuntamiento

0%LUZ 3,02427 3,36869
100%LUZ 0,469998 -0,828102
50%LUZ 1,46848 2,578
Total 2,39545 2,66035

Tabla n° 29: Tabla de Anéalisis de Varianza.

Source Suma Cuadrado Df Media 2 F P
Entre Grupos 0,0740072 2 0,0370036 0,61 0,5469
Dentro Grupo 4,80708 79 0,0608491

Total (Corr.) 4,88108 81

13- El peso promedio al segundo destete. Al utilizar el método de Kruskal- Wallis
no se manifestd ninguna diferencia significativa entre los diferentes grupos (KW= 5,52003;
P=0,0632908). Se usé un nivel de confianza del 95%.

Tabla n° 30: Prueba de Kruskal — Wallis.

lluminacion Tamafio Muestra Promedio rank
0%LUZ 16 22,75
100%LUZ 13 23,7692
50%LUZ 26 33,3462

Prueba Estadistica = 5,52003 P =0,0632908
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Grdfico n° 8: Grdfico de “Medias e Intervalos de Confianza 95%". LOS tres grupos
tratados con diferente iluminacidn y su respuesta en relacion al peso promedio de camada

al segundo destete en estudio.

14- Presencia de Canibalismo: se utiliz6 la prueba exacta de Fisher, lo que demostro
que no hay diferencias en cuanto a la existencia de canibalismo, en los diferentes grupos en
estudio. Esto se concluyé para el primero (Fisher= 0,478) y el segundo parto
(Fisher=0,381).

15- Presencia de primer y segundo parto no hubo diferencias estadisticamente

significativas entre los distintos grupos observados, ya sea para el primer parto
(Fisher=0,241) como para el segundo (Fisher=0,193).
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16- La mortalidad durante el primer y segundo periodo en estudio fue analizado a
través de la prueba de Andlisis de residuos de tablas de contingencia. Se concluye que hay
diferencias significativas entre todos los grupos (Z > 1,96; P= 0,000000354). Se puede ver
el aporte que hace cada tratamiento al Ji2 total (Ji2= 29,71), por lo que se manifiesta una
mayor diferencia en el grupo de 24 horas de oscuridad (Ji?= 5,4) y el grupo 24 horas de luz
(Jiz= 21). En base a esto vemos que las mayores diferencias se encuentran en el grupo de 24
horas de luz, observandose una gran desviacion del valor esperado ( Z = 5,44 en el primer

periodo; Z= -5,44 en el segundo periodo).

Tabla n° 31: Prueba Analisis de Residuos de Tablas de Contingencia.

Mortalidad 1 Mortalidad 2
0% LUZ Z=-2,92 Z=292 Jiz=5,4
26 37
Jiz= 2,39 Jiz= 3,02
50% LUZ Z=-2,24 Z=2.24 Jiz=3,3
26 33
Ji?= 1,458 Jiz=1,84
100% LUZ Z=5,44 Z=-5/44 Jiz=21
44 6
Ji2=9,28 Jiz= 11,72

Jiz(2 GL)= 29,71
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Tabla n® 32: Tabla resumen de los resultados obtenidos.

Prueba Desviacién Prueba Mdltiple
Medicién Valor p utilizada Media Estandar Comparacion
0% L=12,5313 |3,2427
100%L.=12,6875 | 4,1693
TCN1 0,1745 ANOVA 509%1.=14,0571 |3,53922
0%L=11,6786 |3,76193
10096L=11,2581 | 4,04119
TCD1 0,0989 ANOVA 509%1.=13,1765 |3,41539
0%L=13,5385 |3,21535
1009%L=10,24 4,57602 Bonferroni
TCN2 0,0192 ANOVA 509%1.=11,9032 |4,30778 0%LUZ> 100%LUZ
0%L=11,3125 5,10841
100%=9,84615 | 3,78255
TCD2 0,5075 ANOVA 50%=11,5 3,95221
0%=24,3266 5,27232 Bonferroni
100%=22,55 7,79822 50%LUZ>
PCN1 0,0243 ANOVA 5096=26,9343 6,21691 100%L.UZ
42,9238 Bonferroni
0%=127,561 26,9625 50%LUZ>
100%=96,8161 |35,0174 100%LUZ;
PCD1 0,00000127 | ANOVA 50%6=145,826 0%LUZ> 100%L.UZ
0%=26,4615 6,41898
100%=20,064 8,75604 Bonferroni
PCN2 0,0146 ANOVA 50%=23,5742 7,66346 0%LUZ> 100%LUZ
0%=99,6812 39,7167 Bonferroni
10096=95,1462 |30,9777 50%LUZ>
PCD2 0,0133 ANOVA 5090=128,192 38,1849 100%LUZ
0%=32,2963 10,3545
100%=32,24 8,59884
LIP 0,6406 ANOVA 50%0=30,1667 9,92761
Peso Prom Kruskal-
N1 0,108522 Wallis
0%=11,3808 3,1735 Scheffe
Peso Prom 100%=9,35891 |2,52155 0%LUZ> 100%LUZ;
D1 0,0058 ANOVA 50%=11,5533 3,03552 50%1.UZ>100%LUZ
0%=1,96944 0,248319
Peso Prom 100%=1,96381 |0,254185
N2 0,5469 ANOVA 50%=2,02847 0,239087
Peso Prom Kruskal-
D2 0,0632908 Wallis
Canibalismol | 0,478 Fisher
Canibalismo2 | 0,381 Fisher
Partol 0,241 Fisher
Parto?2 0,193 Fisher
Analisis
Residuos
Tablas
Mortalidad | 0,000000354 | Contingencia
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DISCUSION

De este trabajo en que se estudio el efecto de la ausencia de fotoperiodo en la
reproduccion del ratén de laboratorio, podemos deducir que en cuanto al tamafio de la
camada no hay ninguna diferencia significativa entre los grupos, con camadas promedio de
12 individuos con una desviacion estandar de 4, exceptuando el nacimiento en el segundo
parto, en el cual se determina que el grupo de 24 horas de oscuridad presenta mas animales
que el grupo de 24 horas de luz, con 300 lux. Esto se condice con los resultados obtenidos
en el trabajo de Bronson (1979), quien utilizé dos tipos de animales en su estudio, ratones
de la cepa CF-1 criados en laboratorio y ratones silvestres de la misma especie M.
musculus. Estos animales fueron puestos en salas con distintas intensidades de luz, una en
oscuridad constante, la segunda con 14 horas de luz y 10 de oscuridad con 10-20 lux y el
ultimo grupo con 14 horas de luz y 10 de oscuridad con >1000 lux. Se determin6 que los
ratones silvestres se podian reproducir de manera normal en oscuridad constante,
obteniendo tamafios de camada entre 7 y 14 crias, en cambio estos mismos animales que se
encontraban con las intensidades de luz més altas lograron tamafios de camada entre 1y 3
crias. Los animales de la cepa CF-1 no manifestaron diferencias en cuanto a su respuesta
reproductiva en relacion a las diferentes intensidades. Esto fue explicado por el autor,
considerando que los animales silvestres son de habitos nocturnos, lo que se manifiesta en
una mejor capacidad reproductiva en oscuridad, en cambio los animales domesticados en el
laboratorio se han seleccionado buscando una mejor resistencia a condiciones ambientales
impuestas artificialmente. Distintas son las condiciones de los animales utilizados en este
estudio, ya que estos estan bajo condiciones de laboratorio al menos desde 1974. Esto se
contrapone con la teoria de que la melatonina afecta negativamente la reproduccién en los
roedores, produciendo en los periodos de mayor luminosidad un aumento en la capacidad
reproductiva.

Segun Bronson, el raton de laboratorio no presenta control a través del fotoperiodo.
Esto se contradice con la vision de Pennycuik (1972), quien afirma que existe una
depresion de la productividad del raton de laboratorio que se correlaciona con fotoperiodos

de dias cortos.
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Drickamer (1977), realiza un estudio que muestra diferencias en cuanto al tamafio
de la camada, en esta experiencia se tomaron ratones en condiciones de humedad,
temperatura y fotoperiodo constante, observandose que en la época de los meses invernales
se registra una disminucion en cuanto al nimero de crias nacidas, esta diferencia se hace
mas evidente en cepas de animales que presentan menos tiempo de domesticacion. Los
resultados encontrados en este estudio no se contraponen con lo expuesto por Drickamer
(1977), puesto que los tres grupos fueron tratados en la misma época del afio, por lo que el
reloj bioldgico interno afecta de la misma manera a los tres grupos. Resultados diferentes a
los de Drickamer mostraron Mufioz-Quiles et al. (2001), en un trabajo con animales bajo un
fotoperiodo constante obteniendo tamafios de camadas que no se modificaron a lo largo del
tiempo que durd el estudio, lo cual podria ser respuesta a que los animales que fueron
utilizados llevaban 80 afios de domesticacion en laboratorio, con un fotoperiodo,
temperatura y humedad constante, asi como agua y alimento ad libitum.,

Beasley et al. (1981), hicieron estudios en P. leucopus donde se utilizaron dos
fotoperiodos, uno largo de 14 horas de luz-10 horas de oscuridad y el otro, que corresponde
al fotoperiodo corto de 10 horas de luz- 14 horas de oscuridad , concluyeron que el tamafio
de la camada en esta especie de roedor no se altera, bajo estas condiciones.

Segun Drickamer (1977), la tasa de prefiez disminuye en la época de invierno,
incluso en un ambiente de temperatura, humedad y fotoperiodo constante, lo que se puede
explicar segun el autor gracias a un reloj bioldgico interno. Estos resultados estan en
desacuerdo con los de Wiebold y Becker (1987), en que frente a las mismas condiciones,
no se manifiestan diferencias significativas en las distintas estaciones del afio.

En ratas, al ser mantenidas en luz constante por 60 dias, presentan: continua
cornificacién vaginal, constante comportamiento de receptividad, quistes foliculares
ovaricos y ausencia de ovulacién espontanea. Los ratones hembras en cambio, incluso
después de 120 dias de tratamiento no manifiestan cornificacion vaginal, ni estro constante,
tampoco presentaron una mayor cantidad de quistes foliculares, lo que si manifestaron
fueron ciclos mas largos. Las hembras que fueron mantenidas con machos fueron
resistentes a este efecto, por lo que mantuvieron el largo normal de sus ciclos (Campbell et
al., 1976). Por lo anteriormente dicho, es posible suponer que en el caso de este trabajo, la

presencia de macho en el grupo de luz constante permitié que se mantuviera la duracion de
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los ciclos. El estudio no arroj6 ninguna diferencia significativa entre los grupos en cuanto a
la ocurrencia del primer y el segundo parto, ya que hubo la misma probabilidad de que un
raton hembra pariera en cualquiera de los grupos de tratamiento. Se podria haber esperado
que en oscuridad el efecto de una melatonina aumentada disminuyera la capacidad
reproductiva y con esto la ocurrencia de parto, pero esto no se manifesto en los resultados
obtenidos.

Wiebold y Becker (1987), detectaron que en la época de verano los fetos, asi como
las placentas presentaban un menor peso que los detectados en invierno, esta diferencia fue
explicada por los autores como un problema de estandarizacion del alimento producido
localmente. En este estudio, se determina una diferencia significativa en los pesos de las
camadas entre el grupo de 24 horas de luz versus los otros dos grupos, observandose
menores pesos, ya sea al nacimiento y al destete al primer y segundo parto en el grupo
100% luz. Esto se podria relacionar con que el raton es un animal de hé&bitos nocturnos, por
lo tanto, la oscuridad estimula sus actividades, entre las cuales esta el alimentarse.

En este trabajo no se detectd diferencias significativas entre las medias del lapso
interparto; resultados similares obtuvieron Mufioz-Quiles et al. (2001), que en condiciones
de temperatura y fotoperiodo constantes, no observaron modificaciones de este periodo. En
cambio, si se altera cuando se aumenta el nimero ordinal de partos y la edad de la madre,
detectdndose un alargamiento de este periodo. Estudios realizados por Beasley et al.
(1981), en P. leucopus concluyeron que el utilizar fotoperiodo corto no genera un desmedro
en la duracion de la gestacion. En trabajos publicados por Lanman y Seidman (1977), en
que se utilizaron ratones de la cepa C57BL bajo ciclos de luz-oscuridad de 21 horas, es
decir 10 % horas de luz y 10 % horas de oscuridad, para luego medir la duracién de la
gestacion, se detectdé que no hay diferencias con animales bajo regimenes de 12 horas de
luz y 12 horas de oscuridad, estos resultados son similares a los obtenidos por Kaiser
(1967), quien utilizo ratones en ciclos de 14 horas de luz y 14 horas de oscuridad. Quienes
si detectaron cierta diferencia en cuanto a la duracion del periodo gestacional fueron
Mitchell y Yochim (1970), quienes utilizaron ratas que eran mantenidas con 22 horas de luz
y 2 horas de oscuridad, estos animales prolongaron su prefiez por alrededor de 12 horas, por
lo que se aumentaba el lapso interparto. En la misma direccion estan los resultados

obtenidos en el estudio de Chen y Besch (1975), que con ciclos de 2 horas de luz y 2 horas
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de oscuridad, lograron alargar la gestacion, de las ratas en estudio, por un dia. Es
importante considerar que el tamafio de la camada influencia directamente la duracion de la
gestacion, una camada mas grande en cuanto a numero determina una prefiez mas corta
(Lanman y Seidman, 1977).

Los resultados obtenidos en cuanto a la mortalidad se caracterizan por mostrar
diferencias entre los tratamientos de luz y entre las camadas del primer o segundo parto en
estudio. Las mayores mortalidades se observan en el grupo de 24 horas de luz en el primer
periodo, pero extrafiamente, la mortalidad cae abruptamente en este mismo grupo para el
segundo parto. En parte se puede explicar esta situacion, puesto que no todos los animales
que debian ser destetados en esta etapa estaban listos para este fin a los 90 dias de estudio,

por lo que puede ser que la tendencia de alta mortalidad se mantuviera o al menos no

cayera como lo hizo en los resultados. Los mayores aportes al Ji? lo hicieron los dos
grupos en ausencia de fotoperiodo, por lo que es importante en relacion a la utilizacién
practica, ya que manifiestan una mayor mortalidad de la camada a diferencia del grupo de
12 horas luz y 12 horas de oscuridad.

En cuanto a los resultados obtenidos en el segundo parto hay que tener en cuenta
qgue hubo animales que no alcanzaron a ser destetados, ya que los 21 dias posteriores al
nacimiento se cumplian pasados los 90 dias del estudio.

Los resultados encontrados para el tamafio de camada al nacimiento y al destete en
el primer parto nos indican que no hay diferencias significativas entre los grupos, esto no
sigue la misma linea de los resultados acerca de la mortalidad que nos muestran que la
mortalidad es mucho mayor en el grupo de 24 horas de luz, ocurre por lo tanto, que esta
mortalidad a pesar de ser alta no lo es tanto como para afectar el tamafio de la camada al
destete. El tamafio de la camada al nacimiento al segundo parto muestra una diferencia
significativa en el grupo de 24 horas de luz, siendo el grupo de menores valores y como la
mortalidad baja notablemente, los tamafios de camada al destete no presentan diferencias
significativas con los otros dos grupos.

Es importante destacar que, bajo el punto de vista productivo, no hubo una
diferencia en cuanto a la ocurrencia de canibalismo de los padres a sus hijos entre los

diferentes grupos de tratamiento. El canibalismo fue registrado cuando los padres se

40



comieron a la totalidad de la camada, en cambio cuando aparecian sélo algunos animales

muertos, se registr6 como mortalidad.
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CONCLUSIONES

e Las mediciones efectuadas a los animales, dan cuenta no sélo de la
capacidad reproductiva que ellos tienen, sino también del efecto productivo que genera en
ellos la alteracion del fotoperiodo.

e La disminucion de peso de la camada, ya sea al momento del nacimiento
como al destete en el grupo de animales que eran mantenidos en luz las 24 horas, permite
determinar que bajo esas condiciones se genera un desmedro en la produccion, retardando
el momento del destete, ya que mantienen menores pesos que los ratones bajo otras
condiciones de fotoperiodo.

e Muchos trabajos se contraponen con respecto al tamafio de la camada y sus
alteraciones bajo los diferentes fotoperiodos. Los resultados de este trabajo nos muestran
que el tamafio de camada al nacimiento en el segundo parto observado en el estudio fue
mayor en el grupo de 24 horas de oscuridad. Bajo esta observacion se puede sefalar,
entonces, que el ratén de laboratorio es un animal sensible a fotoperiodo de dia corto, y
seria la melatonina una estimuladora de la capacidad reproductiva.

e Ladiferencia en cuanto al tamafio de camada al nacimiento al segundo parto
observada en este trabajo, se contrapone con la ausencia de diferencia durante el segundo
destete, por lo que el efecto del fotoperiodo no afectd desde el punto de vista productivo, ya
que finalmente fueron destetado estadisticamente hablando la misma cantidad de animales
en los tres grupos en estudio.

e No se manifiesta un aumento en cuanto al canibalismo bajo los distintos
tratamientos, por lo que ese factor no afecta a la productividad.

e No se afecta la probabilidad de presentar el primer o segundo parto, por lo
que en ese sentido los diferentes tratamientos luminicos no determinan un desmedro en
cuanto a la produccion de crias, asi como tampoco es alterado el lapso interparto. Los
tiempos y la capacidad de prefiarse se mantienen similares en los diferentes grupos.

e Las mortalidades que mas se desvian de lo esperado son las detectadas en los
grupos con ausencia de fotoperiodo, por lo que es importante en cuanto a la utilizacion

practica de esta forma de manipular el ambiente. El grupo que manifestd mayores valores
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de mortalidad fue el grupo de 24 horas de luz, lo que era esperable en una especie animal
de hébitos nocturnos.
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