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LISTA DE ABREVIATURAS Y ACRONIMOS

A continuacidn, se muestran las definiciones de una serie de abreviaturas y acrénimos utilizados

en este documento.

ALH  Amplitud del desplazamiento lateral de la cabeza del espermatozoide
Cor_Log Conversion logaritmica de la testosterona

EB Periodo reproductivo temprano (Early Breeding)

FR Fraccidn rica del eyaculado

iIACRO Espermatozoides viables con acrosomas intactos

LB Periodo reproductivo tardio (Late Breeding)

LIN indice de linealidad (LIN = VSL / VCL x 100, donde VCL = velocidad curvilinea)
Ml Espermatozoides mdviles totales

MIT  Espermatozoides con alto potencial de membrana mitocondrial

MP Espermatozoides con movimiento progresivo

N Tamafio muestral

PB Periodo reproductivo central (Peak Breeding)

PBS  Tampdn fosfato salino

Pl loduro de propidio

PNA Lectina de Arachis hypogaea conjugada con isotiocianato de fluoresceina
PostB Periodo posterior a la época reproductiva (Post-Breeding)

PreB  Periodo previo a la época reproductiva (Pre-Breeding)

STR Rectitud

SEM  Error estandar de la media

Spz Espermatozoides

T Concentracidn sérica de testosterona

Tes_Log Conversidn logaritmica de la testosterona

VCL  Velocidad curvilinea (velocidad de trayectoria curvilinea)

VAP  Velocidad media (velocidad de la trayectoria suavizada)

VIAB Espermatozoides viables

VSL Velocidad rectilinea (velocidad de la trayectoria rectilinea)
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1. RESUMEN







Resumen

Los bancos de recursos genéticos constituyen una herramienta prioritaria en la conservacién de
las especies o poblaciones en peligro de extincion como es el caso de la poblacién de oso pardo
qgue habita en la Cordillera Cantabrica. La optimizacidon de esta estrategia de conservacién
implica el uso de protocolos adaptados a la especie, que requieren el conocimiento previo de su
biologia reproductiva. Sin embargo, las dificultades de su observacién y manejo en libertad junto
con la compleja fisiologia de esta especie han propiciado que aun exista un importante

desconocimiento al respecto.

La presente Tesis Doctoral aporta informacidon de interés en este contexto acerca de la
estructura social de los machos de oso pardo en régimen de semilibertad, la influencia de su
ritmo biolégico reproductivo anual en el comportamiento y la fisiologia, y la relacion de la
calidad seminal con la estacionalidad, asi como con factores propios del macho (edad, niveles

de testosterona, tamafio testicular y estatus social).

En la primera experiencia, se estudié la jerarquia de dominancia y los factores asociados a la
misma de los 27 machos mayores de tres afios de la poblacién de oso pardo del Parque de la
Naturaleza de Cabarceno. El estudio de la relacién de dominancia entre todos los pares de
individuos (diadas) mostré que en la gran mayoria de interacciones agresivas en las que se puede
determinar el sentido de la dominancia (encuentros decisivos) siempre fue vencedor el mismo
macho de cada diada, lo cual indica una jerarquia social muy estable durante los dos afios del
estudio. Los intentos de definir un orden jerarquico poblacional lineal revelaron la falta de un
método de analisis apropiado, lo cual se debid principalmente a la falta de informacién acerca
de encuentros decisivos en mas de dos tercios de las diadas de la poblaciéon. La solucion fue
permitir situaciones de igualdad en la dominancia entre individuos, para lo cual se optimizé el
algoritmo de ordenacién jerarquica | & Sl desarrollado por Schmid & de Vries (2013) con la
finalidad de describir grupos de individuos en los que éstos son intercambiables en su estatus
de dominancia. El uso del lenguaje Python para su desarrollo sirvié ademas para agilizar el
analisis ante un gran volumen de datos. El orden resultante reveld tres clases de dominancia: la
clase dominante con 3 individuos, la clase intermedia con 8 individuos y una clase subordinada
formada por 16 individuos y que incluyé la mayoria de osos subadultos. Estas clases de
dominancia han podido ser explicadas en base a pardmetros morfométricos (peso corporal,
medidas de colmillos, pies y manos), endocrinos (niveles de testosterona) y etoldgicos
(interrupcion de montas). Las caracteristicas mas representativas de los osos dominantes fueron
un mayor peso corporal y exhibicién de comportamiento de interrupcion de montas hacia otros

0SO0s.
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En la segunda experiencia, el ritmo biolégico anual de los machos se definié en base a criterios
reproductivos y se describid en funcidn de parametros etoldgicos (comportamiento agresivo, de
monta, juego y presencia en el area de estudio), morfolégicos (peso corporal y volumen
testicular) y sanguineos (hemograma completo, proteinas totales, colesterol, glucosa,
testosterona y cortisol). La época reproductiva ocurrié entre marzo y agosto y tuvo un periodo
reproductivo central en la segunda quincena de abril y el mes de mayo caracterizado por un pico
en la actividad reproductiva y en los niveles testosterona sérica (>5 ng/mL). Asi, el afio natural
se dividid en cinco unidades temporales denominadas periodos: PreB (previo a la época
reproductiva; enero y febrero), EB (reproductivo temprano; marzo y primera quincena de abril),
PB (reproductivo central; segunda quincena de abril y mayo), LB (reproductivo tardio; junio, julio
y agosto) y PostB (posterior a la época reproductiva; septiembre a diciembre). Existieron
variaciones significativas entre los periodos en todos los tipos de comportamiento, todos los
pardmetros morfoldgicos y en la mayoria de parametros sanguineos. En EB los machos tuvieron
mayor peso corporal que en el resto de la época reproductiva (p < 0,01). Durante PB los machos
se caracterizaron por tener el maximo indice de comportamiento sexual (p < 0,01) y la maxima
concentracién de testosterona (p < 0,01) y, debido a la intensa competicidon por las hembras,
también los maximos indices de comportamiento agonistico (p < 0,01) y los minimos de juego
(p < 0,01) de todo el afio. Con respecto a LB, en PB también se observaron un mayor volumen
testicular (p < 0,05) y mayores concentraciones de leucocitos, neutréfilos y monocitos (p < 0,05),
asi como menores concentraciones de eosindfilos (p < 0,01). Aunque no se encontro linfopenia,
el resto de hallazgos de la serie blanca sanguinea coinciden con los indicadores de un
leucograma de estrés durante PB. Sin embargo, el cortisol sérico, considerado también un
marcador de estrés, no presentd cambios significativos a lo largo del afio. Los componentes de
la serie roja y plaquetaria no variaron durante la época reproductiva. Los niveles mas bajos de
colesterol de la época reproductiva se observaron durante PB (p < 0,05) y las proteinas totales
fueron menores en PB que en LB (p < 0,01). Por otra parte, la mayor presencia de individuos del
afio se observé en LB (p < 0,01) en respuesta a un aumento del apetito en la fase de hiperfagia
ya que el drea de observacion es también el lugar de administracion de alimento. La
concentracién sanguinea de glucosa estuvo positivamente correlacionada con el peso corporal

(p <0,01; r=0,40) y sus valores minimos anuales se detectaron durante LB (p < 0,01).

Finalmente, en la tercera y ultima experiencia se evalud la influencia de diversos factores sobre
la calidad seminal en la fraccién con mayor concentracion espermatica (fraccién rica) del
eyaculado: la estacionalidad (como principal factor ambiental) y la edad, el volumen testicular,

los niveles de testosterona y el estatus social (estos como aspectos dependientes del macho
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donante). Los factores dependientes del macho fueron analizados sélo durante PB para
minimizar influencias estacionales. A partir de la segunda quincena de abril (PB) la fraccidn rica
del eyaculado no presentd diferencias significativas con LB en los parametros pH, osmolalidad,
volumen, concentracion espermatica, produccién espermatica, MIl, MP, VAP, VSL, ALH, iACRO
(espermatozoides viables con acrosomas intactos), VIAB (espermatozoides viables) ni MIT
(espermatozoides con alto potencial de membrana mitocondrial). En EB, las muestras
espermaticas presentaron menores valores de volumen, VAP, VSL, LIN e iACRO en comparacion
con LB (p < 0,05), aunque pueden considerarse eyaculados de buena calidad para su
criopreservacion. El estatus social de los machos no influyé en ninguna caracteristica seminal.
Sin embargo, se encontraron diferencias significativas en algunas caracteristicas seminales en
funcidn del volumen testicular y la edad del macho, pero éstas no implican mejoras evidentes
en la calidad de los eyaculados para ninguno de los grupos estudiados. En este sentido, los osos
del grupo de edad entre 10y 20 afios tuvieron una menor concentracidén espermatica (p < 0,05),
lo cual podria estar relacionado con elevadas frecuencias de eyaculacién en ese grupo. Por otra
parte, eyaculados de machos con valores de testosterona inferiores a 1 ng/mL se asociaron a

menores porcentajes de espermatozoides moviles, y una disminucién de VAP y VSL (p < 0,05).

En consecuencia, podemos afirmar que, aunque los machos sexualmente maduros de oso pardo
presentan una marcada jerarquia social e importantes variaciones asociadas a la estacionalidad
reproductiva en aspectos etoldgicos, morfoldgicos y fisioldgicos, su calidad seminal se mantiene
en rangos apropiados para su conservacion en el banco de recursos genéticos durante todos los
periodos de la época reproductiva e independientemente de los factores individuales

estudiados en la presente tesis doctoral.
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Summary

Genetic resource banks are a priority tool for the conservation of endangered species or
populations such as the Cantabrian brown bear population. Optimizing this conservation
strategy means using protocols adapted to the species, which require prior knowledge of its
reproductive biology. However, the difficulties of observing and handling brown bears in the
wild, together with their complex physiology, have led to a significant lack of knowledge on the

matter.

This doctoral dissertation provides relevant information about the social structure of male
brown bears living under semi-free conditions, the influence of their annual reproductive
biological rhythm on their behaviour and physiology, and the relationship between seminal
quality and seasonality, as well as individual male factors (age, testosterone levels, testicular

volume and social status).

In the first experience, the dominance hierarchy of the 27 males older than three years in the
brown bear population from Cabarceno Nature Park and the factors associated with dominance
status were studied. The study of the dominance relationship between all pairs of individuals
(dyads) showed that in the vast majority of aggressive interactions in which winner and loser
can be determined (decisive encounters) the same male of each dyad was always the winner.
This shows a very stable social hierarchy during the two years of the study. Attempts to define
a linear hierarchical order for the population revealed the absence of an appropriate method of
analysis, mainly due to the lack of information about decisive encounters in more than two
thirds of the population dyads. The solution found was to allow situations of equality in
dominance between individuals, using an optimized version of the | & SI hierarchical ordering
algorithm developed by Schmid & de Vries (2013), to be able to describe groups of individuals
in which their dominance status is interchangeable. The use of the Python language allowed to
speed up the analysis of large volumes of data. The resulting order revealed three dominance
classes: the dominant class with 3 individuals, the intermediate class with 8 individuals and a
subordinate class with 16 individuals in which the majority of subadult individuals were included.
These dominance classes could be explained based on morphometric (body weight,
measurements of canine teeth, feet and hands), endocrine (testosterone levels) and ethological
(interruption of mating) parameters. The most representative characteristics of dominant males

were higher body weight and display of interruption of mating behaviour towards other bears.

In the second experience, the annual biological rhythm of brown bear males was defined based
on reproductive criteria and it was described in terms of ethological (aggressive, mounting and
play behaviours and number of bears in the study area), morphological (body weight and

testicular volume) and blood (complete hemogram, total protein, cholesterol, glucose,
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testosterone and cortisol levels) parameters. The reproductive season occurred between March
and August and had a central reproductive period in the second half of April and May
characterized by a peak in reproductive activity and serum testosterone levels (>5 ng/mL). Thus,
the natural year is divided into five temporal units called periods: PreB (Pre-Breeding; January
and February), EB (Early Breeding; March and the first fortnight of April), PB (Peak Breeding; the
second half of April and May), LB (Late Breeding; June, July and August) and PostB (Post-
Breeding; September to December). There were changes between periods in all types of
behaviours, all morphological parameters and in most blood parameters. Males had higher body
weight in PB than during the rest of the reproductive season (p <0,01). During PB, males showed
the highest rate of sexual behaviour (p < 0,01) and testosterone concentration (p < 0,01) and,
due to the intense competition for females, also the highest rates of agonistic behaviour (p <
0,01) and the lowest rates of play behaviour (p < 0,01) of the year. If compared to LB, PB also
showed higher testicular volume (p < 0,05), higher leukocyte, neutrophil and monocyte
concentrations (p < 0,05) and lower eosinophil (p < 0,01) concentrations. Although lymphopenia
was not observed, the rest of the findings regarding the white blood cells match the indicators
of a stress leukogram during PB. However, serum cortisol, also considered to increase under
stress conditions, did not present changes during the whole year. The components of the red
and platelet series did not change during the reproductive season. The lowest levels of
cholesterol during the breeding season were observed during PB (p < 0,05) and total protein
levels were lower during PB than during LB (p < 0,01). The highest number of bears in the study
area of the year happened in LB (p < 0,01) in response to increased appetite during the
hyperphagia phase because the study area is also the place used for food administration. Blood
glucose concentration was positively correlated to body weight (p < 0,02; r = 0,40) and was the

lowest during LB (p < 0,01).

Finally, in the third and last experience the influence of several factors on the seminal quality of
the more concentrated fraction (rich fraction) of the ejaculate were studied: seasonality (as main
environmental factor) and age, testicular volume, testosterone levels, and social status (as main
individual male factors). Factors dependent on the male were evaluated only during PB to
minimize seasonal influences. As of the second fortnight of April (PB) the rich fraction of the
ejaculate did not present changes with respect to LB in the parameters pH, osmolality, volume,
spermatozoa concentration and production, MI, MP, VAP, VSL, LIN, ALH, iACRO (viable
spermatozoa with intact acrosomes), VIAB (viable spermatozoa), and MIT (spermatozoa with
high mitochondrial membrane potential). During EB, seminal samples showed lower volume,

VAP, VSL, LIN and iACRO compared to LB (p < 0,05), but they still can be considered a good
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quality sample for cryopreservation. The male social status did not have any influence in seminal
characteristics. However, significant differences were found in some seminal characteristics
depending on the testicular volume and age of the male, but such differences do not imply clear
improvements in seminal quality for any of the groups. Bears from the age group between 10
and 20 years old had lower spermatozoa concentration (p < 0,05), which could be related to
higher ejaculation frequencies at that age group. Serum testosterone levels below 1 ng/mL were
associated with lower percentages of motile spermatozoa and decreases in VAP and VSL (p <

0,05).

Therefore, it can be asserted that, although sexually mature male brown bears present a marked
social hierarchy and important variations associated with reproductive seasonality in
ethological, morphological and physiological aspects, their seminal quality is appropriate for
cryopreservation into the genetic resource bank during all the periods comprising the
reproductive season and regardless of all the individual factors studied in this doctoral

dissertation.
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Introduccion

3.1. ELOSO PARDO: ESTATUS Y ESTRATEGIAS DE CONSERVACION

La pérdida de biodiversidad supone actualmente una crisis medioambiental sin precedentes
para el ser humano. La velocidad de desaparicion de especies sobre el planeta, que sigue
incrementandose, se estima que supone ya decenas o cientos de veces las cifras medias de los
ultimos millones de afios (Diaz et al., 2019). Las alarmantes cifras indican que el 28 % de las
especies catalogadas en la Lista Roja de la UICN (Unién Internacional para la Conservacion de la
Naturaleza) estdn oficialmente declaradas como amenazadas y un creciente numero de autores
habla incluso de una posible sexta extincion masiva (Finn et al., 2023). Asimismo, a estas
clasificaciones por especie deben afiadirse categorias fijadas para numerosas poblaciones que,
aunque pertenezcan a una especie no amenazada a nivel global, pueden encontrarse en peligro
de desaparicion en un territorio concreto. En este contexto, se dibuja un escenario en el que el
inherente vinculo entre Naturaleza y bienestar humano conlleva la necesidad de proteger la
salud de los ecosistemas y, por tanto, de la diversidad de especies que forman parte de ellos. La
situacion supone un desafio urgente cuyo abordaje, tanto in situ como ex situ, comenzé hace
décadas, y cuyo mayor o menor grado de éxito dependerd del uso de diversas tacticas y

estrategias desde una orientacidn global e integradora.

Los grandes mamiferos, debido principalmente a la gran influencia que ejerce sobre ellos la
modificacién antropogénica de los ecosistemas, necesitan ser objeto de una especial atencion
por parte de los esfuerzos conservacionistas. Este es el caso de los Ursidos, grupo conformado
por ocho especies distintas de las cuales seis de ellas ya se encuentran clasificadas como en
peligro de extincion por la UICN. El oso pardo (Ursus arctos), por su parte, a pesar de
considerarse globalmente ain como especie de preocupacidon menor, es especialmente sensible
a los cambios ya que necesita muy extensas areas de distribucién y se caracteriza por exhibir
bajas tasas reproductivas. Esta fragilidad se ha hecho patente en numerosas areas donde
encontramos poblaciones, muy a menudo fragmentadas y en ocasiones con un nimero muy
bajo de individuos, que ostentan el estatus de amenazadas. Esta situacidon es frecuente en
Europa, debido a la estrecha convivencia a la que seres humanos y 0sos se han visto forzados en

areas humanizadas.

En Espaiia, el oso pardo, histéricamente distribuido por toda la Peninsula Ibérica, se encuentra
actualmente categorizado como especie "en peligro de extincion" (Real Decreto 139/2011, de 4
de Febrero, Para El Desarrollo Del Listado de Especies Silvestres En Régimen de Proteccion
Especial y Del Catalogo Espafiol de Especies Amenazadas). Su caza no esta permitida desde el

afio 1973 (Wiegand et al., 1998). En su territorio existen dos poblaciones de oso pardo europeo
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(Ursus arctos arctos), situadas: en el drea de la Cordillera Cantdabrica, en adelante poblacion
"cantabrica"; y de los Pirineos, en adelante poblacién "pirenaica". Ambas poblaciones se
encuentran divididas a su vez en varias subpoblaciones cada una, con la consiguiente
problemdtica de variabilidad genética asociada. Las estimaciones de tamafio poblacional
realizadas mediante el uso de métodos genéticos hablaban de 223 osos en el nucleo cantabrico
en 2014 (Pérez et al., 2014) que aumentaron a alrededor de 370 en 2020 (Fundacién Oso Pardo,
2023), y de al menos 76 en la pirenaica en el afio 2022 (Fundacidn Oso Pardo, 2023). Estas cifras
contrastan abiertamente con las mostradas por la mayoria de censos previos a la década de los
‘80, los cuales, a pesar de estar generalmente sesgados o de basarse en una discutible
metodologia, coincidian en senalar menos de 100 individuos en la poblacidon cantabrica
(Palomero et al., 2006). El hecho de que ambas poblaciones estén mostrando signos de
recuperacion durante las Ultimas décadas es el resultado de un intenso esfuerzo a muy distintos
niveles, que ha debido adoptar diferentes estrategias en cada regién para adaptarse a sus
necesidades concretas. Mientras que en la poblacidn pirenaica ha sido necesaria la introduccion
de ejemplares, concretamente de procedencia eslovaca, la que ocupa la Cordillera Cantdbrica
conserva la genética original de la Peninsula Ibérica. Los peligros a los que se enfrenta el mayor
animal terrestre de la Peninsula Ibérica derivan a grandes rasgos de la pérdida y fragmentacion
del habitat, de la baja variabilidad genética, y del conflicto con el ser humano, el cual se estd
viendo incrementado a medida que aumenta el nimero de ejemplares. No obstante, la
intensidad de cada amenaza varia en las diferentes subpoblaciones. La poblacién pirenaica
presenta una doble problematica, asociada por un lado a un histérico conflicto con el ser
humano y por otro a la consanguinidad, agravada por la supremacia reproductiva de un macho
durante mas de una década (Palazdn et al., 2012). La poblacién cantabrica, por su parte, debe
hacer frente a la fragmentacidon de sus dos subpoblaciones, aunque la descripcién de casos
puntuales de conectividad entre ellas a principios de siglo (Pérez et al., 2010) supone un hito en
la recuperacion de esta poblacién, representante de una linea genética especialmente
vulnerable. Desde el punto de vista filogenético, las poblaciones cantabrica, pirenaica y del sur
de Escandinavia eran las Unicas remanentes de uno de los tres clados descritos para la
subpoblacién de osos europea mediante el andlisis de ADN mitocondrial (Taberlet & Bouvet,
1994). La hibridacidon de la poblacién pirenaica no hace sino subrayar la importancia de la

conservacioén de estas dos poblaciones restantes por su especial interés evolutivo.

En vista de la situacion actual, se puede afirmar que la pérdida de variabilidad genética es uno
de los grandes retos de la conservacién del mayor mamifero de la Peninsula Ibérica. Ya en 2003,

las heterozigosis observadas en ambas poblaciones del territorio espaiiol eran las menores de
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las descritas en todas las poblaciones continentales de oso pardo estudiadas hasta el momento
(Garcia et al., 2003). Ademas de sus consecuencias directas sobre la presencia de defectos
congénitos, la fertilidad o la resistencia a enfermedades, la variacidn genética generalmente se
considera uno de los factores que favorecen la capacidad de adaptacion de las poblaciones
(Soulé, 1991). No debemos olvidar que, a pesar de los esperanzadores datos en cuanto al
tamanfio poblacional, estamos hablando de una poblacién vulnerable por su pequefio tamafio y
el alto grado de humanizaciéon de su habitat. El aumento de la variabilidad genética en la
poblacién de los Pirineos se ha abordado principalmente a través de la introduccion de nuevos
individuos con sucesivas traslocaciones. Sin embargo, en la poblaciéon cantabrica, y bajo la
premisa de no alteracion de su genética ancestral, los genes necesarios deben proceder de la
misma poblacién y por tanto los esfuerzos deben centrarse en preservar la variabilidad actual y
en aumentar el flujo genético entre los dos nucleos que la conforman, en los cuales se ha

demostrado la presencia de alelos muy diferentes (Garcia et al., 2003).

La diversificacion en el uso de las distintas tacticas de conservacion existentes es clave a la hora
de abordar planes de conservacion de poblaciones pequeiias y con limitada variabilidad
genética, que son las mas afectadas por la fragmentacion del habitat. Acciones encaminadas a
la preservacion de los ecosistemas y a la educacion ambiental idealmente deberan
complementarse con la preservacion de la diversidad bioldgica ex situ, en la cual juegan un papel
de creciente importancia las tecnologias de la reproduccién. En este contexto, cabe destacar
muy especialmente la figura de los bancos de recursos genéticos (BRG), auténticos almacenes
in vitro de material genético, especialmente de germoplasma, que son clave para los programas
de reproduccién asistida (Wildt et al., 1997). Los bancos de germoplasma tienen la finalidad de:
por un lado, preservar, en teoria de forma indefinida, la variabilidad genética que albergan; vy,
por otro, servir como fuente de materiales potencialmente utilizables en procedimientos como
la inseminacion artificial o la transferencia de embriones, constituyendo de esta manera un nexo
entre la conservacion in situ y ex situ de las especies. Sus aplicaciones son, por tanto, de
incalculable valor para poblaciones fragmentadas o que hayan sufrido uno o varios cuellos de
botella a lo largo de su historia evolutiva, como es el caso del oso pardo en la Cordillera
Cantdbrica, ya que su optimizacion permitiria tanto salvaguardar alelos Unicos procedentes de
animales de elevado valor genético como realizar intercambios de material genético entre

subpoblaciones sin necesidad de recurrir a la translocacién de animales vivos.

En mayor o menor medida, el éxito de cualquiera de los métodos de conservacidn de especies
de los que disponemos en la actualidad, incluyendo el uso de tecnologias reproductivas,

requieren el conocimiento previo de la biologia reproductiva de cada especie (Holt & Pickard,
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1999; Wildt, 1992). En este sentido, los aspectos fisioldgicos y etoldgicos son esenciales tanto
para desarrollar tecnologias reproductivas especificas de especie como para determinar los
factores que modulan las estrategias reproductivas, la dispersidén genética o la intensidad de la

seleccidn sexual, y por ende la supervivencia de la especie.

3.2. BIOLOGIA REPRODUCTIVA

La necesidad de comprension de los procesos que determinan la dindmica poblacional en el oso
pardo contrasta abiertamente con la dificultad de su estudio en libertad. Aunque se ha
desarrollado una intensa actividad investigadora en las ultimas décadas, aun existe una crucial
falta de datos en campos de gran interés para la especie. Son varias las razones que favorecen
esta situacion, las cuales pasan por sus bajas densidades de poblacién, su elevada movilidad o
por su caracter tipicamente elusivo hacia el ser humano. Del mismo modo, algunos de los
complejos mecanismos fisiolégicos adoptados por la especie complican la comprensidn de su

biologia reproductiva y todos los aspectos etoldgicos y adaptativos que de ella derivan.

El oso pardo es una especie de reproduccién estacional en la que ambos sexos son poligamos y
pueden tener descendencia con varios individuos distintos en cada época reproductiva
(Bellemain et al., 2006a; Shimozuru et al., 2020). La mayoria de montas registradas para la
especie suceden en primavera y verano, aunque existen registros ocasionales de cépulas en
otofio (Steyaert et al., 2012). No existen diferencias en las medias ni medianas de las fechas de
estro entre poblaciones cautivas o en libertad (Spady et al., 2007). Las hembras presentan celos
de duracién muy variable, existiendo registros entre 1y 50 dias, y se cree que, al igual que en el
0s0 negro, existe ovulacidn inducida (Boone et al., 2004; Steyaert et al., 2012). Recientemente
se ha demostrado que las hembras de oso negro americano pueden experimentar una segunda
ovulacién con capacidad de ser fértil dentro de la misma época reproductiva, incluso cuando ya
estan prefiadas (Himelright et al., 2014). Ademas, las osas presentan implantacion diferida, de
forma que ésta sucede alrededor de 5 meses después de la fecundacién (Steyaert et al., 2012).
Estudios basados en las concentraciones de progesterona y en las cicatrices uterinas sugieren
una considerable incidencia de pseudogestaciones (Ishikawa et al., 2003; Tsubota et al., 1992) y
de reabsorciones embrionarias (Tsubota et al., 1990), respectivamente. Las gestaciones exitosas
daran lugar generalmente a entre uno y tres oseznos, pero mas frecuentemente dos, de tipo
altricial, que naceran durante el ayuno invernal de las osas. Existe incluso la descripcion de un
caso de una camada con oseznos del mismo padre nacidos en diferentes fechas separadas por

17 dias (Ware et al., 2011). No hay participacion del macho en el cuidado de las crias, y la
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duracion del cuidado maternal es variable pero siempre mayor a un afio, pudiendo llegar incluso
hasta mas de cuatro (Schwartz et al., 2003). Son comunes los casos de infanticidio durante la
época reproductiva, y las hembras pueden entrar en estro potencialmente fértil si pierden la

camada entera (Steyaert et al., 2014).

Los machos también presentan estacionalidad reproductiva, paralela a la de las hembras, tanto
en su comportamiento como en distintos caracteres anatdmicos vy fisioldgicos. La estructura
testicular pasa por cuatro fases distintas en relacién a su estructura y capacidad funcional:
quiescencia, durante la cual no existe espermatogénesis; recrudescencia, caracterizada por un
crecimiento y diferenciacidn con la finalidad de preparar la fase activa de espermatogénesis y
actividad sexual; pico funcional, que se superpone a la época reproductiva; y regresion, con
disminucién de la funcién testicular una vez finalizada la época reproductiva (Spady et al., 2007).
Las concentraciones séricas de testosterona (T) y el tamafio o masa testicular también varian
ciclicamente, con los valores mas bajos durante el letargo invernal y los méximos coincidiendo
con la espermatogénesis (Tsubota & Kanagawa, 1989; White et al., 2005). Aunque algunos
individuos de entre 3 y 4 afios pueden ser fértiles (White et al., 1998; Zedrosser et al., 2007), la
edad mas frecuente de madurez sexual en machos descrita para para oso grizzly es de 4,5
(Erickson et al., 1968) 0 5,5 afios (White et al., 1998). Existe no obstante el caso de un oso pardo
de Hokkaido con espermatozoides en la luz de los tubulos seminiferos en su segundo afio de
vida (White et al., 1998). No hay evidencia de senescencia en los machos, existiendo casos de
descendencia hasta edades tan avanzadas como los 34 afios en osos en libertad (Shimozuru et
al., 2020). La paternidad multiple dentro de la misma camada es relativamente frecuente en el

oso pardo (Bellemain et al., 2006a).

Nuestro conocimiento de la biologia reproductiva del oso pardo aun es limitado. Steyaert et al.
(2012), en la revision mas completa hasta la fecha, ya sefialaba explicitamente la necesidad de
investigar su biologia reproductiva en escalas espaciales reducidas. Entre las muchas incognitas
qgue aln rodean a esta enigmdtica especie, destacan tanto numerosos aspectos del ciclo estral,
incluyendo el momento de la ovulacién, como indicadores de diagndstico de gestacion.
Centrandonos en el macho, se deberia considerar prioritario el estudio de los determinantes
tanto del acceso a las hembras como de la funcién testicular y la calidad seminal, los cuales daran
las claves, en ultima instancia, para comprender el éxito reproductivo individual y por tanto la
expresion de la variabilidad genética poblacional. La comprensiéon del comportamiento,
estacionalidad reproductiva, gametogénesis y mecanismos reguladores del éxito reproductivo
son algunos de los elementos clave que determinaran, en ultima instancia, la utilidad de la

reproduccion asistida en la conservacién de la especie (Wildt, 1992).
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3.2.1. Estructura social

Significado biolagico del estatus social

En una especie como el oso pardo, debido a las particularidades de su comportamiento y sistema
reproductivo, cabria esperar que el acceso a un elevado nimero de hembras fuese uno de los
determinantes del éxito reproductivo en los machos. Ademds, el momento del ciclo
reproductivo de las hembras en el que suceden los encuentros sexuales con un macho concreto
deberia ser clave en las posibilidades de fecundacidn por parte de ese macho. El estatus social
o grado de dominancia a menudo se asocia, en numerosas especies, con un mejor acceso a
recursos reproductivos y alimenticios o mejoras de los indices de supervivencia. En ocasiones,
puede incluso influir en la calidad seminal (Montrose et al., 2008). En el oso pardo, se ha
observado la interrupcion de una monta debido al ataque o aproximacién de otro macho (Egbert
et al., 1976; Hornocker, 1962), es decir, de lo que seria la mayor expresidén de acceso preferente
a las hembras reproductoras. Del mismo modo, se ha sugerido que un mayor grado de
dominancia significaria diferenciacion en el comportamiento sexual. Asi, Craighead et al. (1995a)
observaron como los osos dominantes son capaces de alejar a subordinados de una hembra en
celo, mientras que otros por debajo en la escala jerdrquica generalmente obtuvieron
oportunidades de cépula en ausencia de dominantes y, posiblemente, de forma mas frecuente
con hembras que se encontraban al final su periodo receptivo. Aunque en dicho estudio,
realizado en el Parque Nacional de Yellowstone, la frecuencia de cépulas no fue
significativamente mayor para los osos dominantes, estos autores sugirieron que los
dominantes podian ser capaces de monopolizar a las hembras en los momentos de mayor
fertilidad, asegurandose asi mayores probabilidades de éxito reproductivo. En esta linea,
encontramos que, también en Yellowstone, Hornocker (1962) relaté cémo el macho dominante

utilizaba la defensa de una hembra frente a otros machos durante largos periodos de tiempo.

El oso pardo esta tipicamente considerado como un animal solitario y no territorial (Steyaert et
al., 2012), en el que las asociaciones intraespecificas entre individuos adultos se limitan casi
exclusivamente a aquellas de caracter sexual durante la época reproductiva. Sin embargo, un
importante numero de estudios sugieren que podria ser una especie mas social de lo
generalmente asumido. Es el caso de la descripcion por parte de Stenhouse et al. (2005) de
elevadas frecuencias de interacciones entre individuos del mismo sexo, o de la demostracion en
osos escandinavos tanto de formas de supresién sexual entre osas como de la influencia de
aspectos familiares en la dispersion juvenil (Ordiz et al.,, 2008; Stgen et al., 2006).
Recientemente, se ha prestado una especial atencion a formas de comunicacidn intraespecifica

distintas del contacto directo, demostrandose que la comunicacidn quimica y visual a través del
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marcaje en arboles es dependiente del sexo y la edad, y que el patrén de marcaje de los machos
adultos apoya la hipétesis del uso de sefiales quimicas para comunicar su estatus de dominancia
(Clapham et al.,, 2012; Penteriani et al., 2023). Ademas, existen casos de asociaciones de
hembras con crias (Craighead et al., 1995a) o de eventos de caza en grupo (Colmenares & Rivero,
1983). La existencia de cicatrices habituales en machos durante la época de celo (Egbert et al.,
1976; Hornocker, 1962; Pulliainen et al., 1984) sugiere un elevado numero de interacciones
agonisticas intraespecificas. Asimismo, son frecuentes las asociaciones de mas de dos individuos
en época de celo (Steyaert et al.,, 2012) e incluso se ha descrito la existencia de zonas de
apareamiento interanuales en la Cordillera Cantabrica, con agrupaciones de distintos individuos
en ellas (Fernandez-Gil et al.,, 2006). Finalmente, en situaciones de abundancia de recursos
alimenticios, en los que los osos pueden congregarse, se ha observado el establecimiento de
ciertas formas de jerarquia social. Esto esta ampliamente descrito en el oso pardo y en el oso
negro americano. Para el oso pardo, dichas estructuras sociales han sido estudiadas tanto en
lugares de abundancia de alimento artificiales por la formacién de vertederos (Craighead et al.,
1995a; Hornocker, 1962; Peirce & Daele, 2006), como naturales (Egbert et al., 1976; Gende &
Quinn, 2004; Marshall, 2008; Pulliainen et al., 1984; Stonorov & Stokes, 1972), asi como en
grupos de osos mantenidos en cautividad (Koene et al., 2002; Koene & Ipema, 2014). Ante las
cada vez mayores evidencias de la complejidad de las relaciones intraespecificas del oso pardo,
la existencia de formaciones jerarquicas claras en lugares donde es posible la observacién de un
elevado nimero de individuos plantea irremediablemente la posibilidad de que cada poblacién
de osos pueda estructurarse en base a sistemas de establecimiento y mantenimiento de
jerarquias de dominancia adaptadas a cada situacidon concreta. El funcionamiento de las
relaciones intraespecificas del oso pardo en escenarios con elevada densidad de animales puede
por tanto ofrecernos las claves para la comprensidn de dichas situaciones en relacién a

numerosos aspectos sociales e incluso reproductivos.

En estos lugares de agrupacidn de osos pardos, los estudios existentes coinciden en describir
una estructura social por estratos seglin sexo y edad, y en las hembras también segun estatus
reproductivo. Similares resultados se han obtenido para el oso negro (Herrero, 1983). Aunque
con excepciones de individuos concretos, en términos generales los osos jovenes y subadultos
ocuparon el estrato inferior, y los machos adultos el superior o cuspide de la pirdmide jerarquica.
Las hembras acompafiadas de crias dependientes, por su parte, a menudo son situadas en una
posicion dominante con respecto a la mayoria de los machos adultos (Egbert et al., 1976;
Hornocker, 1962; Peirce & Daele, 2006; Stonorov & Stokes, 1972). La estabilidad de la estructura

social en el tiempo es un tema aun controvertido, ya que existen autores que sugieren

21



Introduccion

estabilidad en dos poblaciones de oso grizzly distintas durante 3 afios, aunque sin una
demostracién objetiva (Egbert et al., 1976; Hornocker, 1962), mientras que Craighead et al.
(1995a) hablan de un reajuste social anual al menos en las posiciones mas altas de la cumbre

jerdrquica de la poblacién de oso pardo de Yellowstone.

Establecimiento de la estructura social

Para determinar el sentido de la relacién de dominancia existente entre dos individuos, estudios
previos han recurrido a ciertos parametros comportamentales exhibidos durante los encuentros
entre ellos que los autores interpretan como indicativos de superioridad jerarquica, y que son
distintos en cada estudio. En general, en el oso pardo se ha coincidido en usar como indicador
de subordinacién el abandono o desplazamiento activo del lugar del encuentro (Egbert et al.,
1976; Gende & Quinn, 2004; Koene et al., 2002; Peirce & Daele, 2006; Stonorov & Stokes, 1972).
Ademas, algunos estudios han considerado otros comportamientos como propios de los
animales subordinados: el mantenimiento de una distancia minima con un segundo animal
(Gende & Quinn, 2004), la alteracion de la direccidon de un desplazamiento causada por la
presencia de otro individuo (Egbert et al., 1976), o el mantenimiento de una orientacidn lateral
hacia otro oso (Koene et al., 2002). Por el contrario, Hornocker (1962) consideré la agresividad
de un individuo como el principal rasgo de rango jerarquico, el cual determiné en funcién de la
agresividad, edad, tamafio o una combinacion de estos. En cuanto a la frecuencia con la que es
posible establecer la relacién de dominancia entre los individuos durante un encuentro,
encontramos que tanto Stonorov & Stokes (1972) como Koene et al. (2002) afirmaron que la
distincion entre individuo dominante y subordinado pudo realizarse en la mayoria de
encuentros. Por el contrario, Egbert et al. (1976) afirmaron que no todas las interacciones

agonisticas dieron una indicacidn clara del estatus social relativo entre osos.

Por otra parte, se han descrito distintos niveles de agresividad o participacién en interacciones
agresivas en funcién del estatus de dominancia de los individuos o la edad. Egbert et al. (1976)
observaron que los machos inferiores en la escala jerarquica se mostraron menos agresivos
entre ellos. Marshall (2008) sefialé que el 0so mas dominante participé en mas del 70 % de las
interacciones agresivas. De manera similar, Hornocker (1962) encontré que, lo que él denominé
machos adultos “defensivos” (en la base de la jerarquia), sélo participaban en luchas
ocasionalmente, mientras que la dominancia se encontraba mas manifestada en la cuspide
jerdrquica. En cuanto a la edad, Egbert et al. (1976) describieron mayores indices de encuentros

agonisticos con elevada agresividad, caracterizados por cargas o contacto fisico, en los machos
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adultos en comparacion con los “adolescentes”, considerando como tal entre los 4,5y 8,5 anos.
Segln Peirce & Daele (2006), también existe una influencia de la densidad poblacional, de
manera que el nimero de interacciones agresivas se incrementd a medida que aumentaba el

numero de osos en el lugar de estudio.

La expresién a nivel de poblaciéon de las relaciones de dominancia utiliza también distinta
metodologia para cada poblacién estudiada. Algunos autores se han limitado a expresar el
numero o porcentaje de encuentros ganados por grupos de sexo y edad (Egbert et al., 1976;
Peirce & Daele, 2006), y/o describieron como "Dominante" a un individuo concreto que nunca
perdid un encuentro agresivo (Egbert et al., 1976; Gende & Quinn, 2004). Gende & Quinn (2004),
ademas, utilizaron el razonamiento contrario para denominar como “subordinados” a aquellos
0sos que, habiendo tenido al menos cuatro interacciones con otros osos, siempre habian
resultado vencidos; el resto de individuos quedarian asi en una categoria intermedia. Los
estudios realizados en Yellowstone por Hornocker (1962) y mas tarde por Craighead et al.
(1995a) fueron mas alld y describieron clases de dominancia dentro de los grupos de sexo y
edad, con distinta denominacién segun cada autor. Mientras que Hornocker (1962) no especifica
criterios objetivos diferenciales entre clases, Craighead et al. (1995a) utilizaron un sistema
propio de puntuacién para la clasificacion de los individuos en el que resulta ser, hasta la fecha,
el estudio mdas completo sobre jerarquia social en el oso pardo, el cual analizd el
comportamiento del oso grizzly de Yellowstone en el vertedero “Tout Creek”. Sus resultados
concluyeron que, durante los afios 1959 a 1964, existia un estrato superior en la jerarquia,
denominado “contenders”, que estuvo compuesto por entre 2 y 6 individuos, incluyendo al
macho alfa, en una poblacidn con un maximo de 30 machos. Anualmente, este estrato supuso
entre el 8 % y el 36 % de los machos de la poblacidn, con una media del 23 %. Sin embargo, la
metodologia utilizada por Craighead et al. (1995a) resulta incompleta en varios puntos: en
primer lugar, distinguid entre los dos principales estratos de la poblacidn utilizando como unica
premisa qué individuo inicid los encuentros agresivos; por otra parte, no indicd los patrones de
comportamiento utilizados para identificar al animal dominante en una interaccion agresiva; vy,
por ultimo, no expuso los resultados de las interacciones agonisticas registradas en el estrato de

poblacién subordinado.

Finalmente, tan sélo Koene et al. (2002), Marshall (2008), y Stonorov & Stokes (1972)
especificaron las relaciones relativas de dominancia entre cada par de individuos de todos los
osos de las poblaciones que han estudiado, utilizando matrices de interaccién diadica en las que
aparecen todas las combinaciones de individuos de la poblacion. Estas matrices de dominancia

muestran el nUmero de encuentros agonisticos ganados, perdidos, empatados o las relaciones
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sin interacciones entre cada posible par de individuos, permitiendo asi determinar el orden mas
adecuado en la organizacién social del oso pardo. Los citados autores describieron la relacién
entre 6, 4 y 7 machos respectivamente, y las matrices generadas contenian pares de individuos
sin relacion determinada entre ellos, con encuentros ganados en ambos sentidos, y/o cuya
relacion de dominancia era contraria al orden poblacional establecido. Sus estudios etolégicos
duraron un maximo de 3 meses, lo cual no permitié evaluar la estabilidad de las clasificaciones

descritas.

A priori, las matrices de dominancia a las que nos referimos buscan la ordenaciéon de los
individuos para demostrar una jerarquia lo mas cercana posible a la linealidad. En una jerarquia
lineal perfecta el oso "A" seria dominante sobre todos los demas, "B" dominaria a todos excepto
a"A","C" atodos exceptoa"A" ya"B", y asi sucesivamente. Se han propuesto diversos métodos
para la ordenacién de una poblacién en un orden cercano a la linealidad usando interacciones
de dominancia-subordinacion (de Vries, 1998). Sin embargo, en la practica, las caracteristicas de
las poblaciones en libertad y la falta de conocimiento de todas las relaciones diddicas posibles
excluyen algunos de ellos. Schmid & de Vries (2013) perfeccionaron el método | & Sl descrito
por De Vries (1998) y desarrollaron el software “Domicalc”. En este método se evalian los
ordenes alternativos que cumplan la premisa de minimo nimero de “inconsistencias” (“1”) y
“fuerza de las inconsistencias” (“IS”), es decir, el menor nimero posible de diadas cuya relaciéon
de dominancia sea contraria al orden jerarquico global (inconsistencias), y cuya diferencia de
rangos entre los participantes de dichas diadas sea menor (fuerza de las inconsistencias).
Domicalc presenta una desventaja fundamental ya que, a pesar de considerar relaciones
empatadas o desconocidas, no permite relaciones de igualdad de dominancia, y el ranking se
expresa siempre como una estructura totalmente lineal. Los resultados obtenidos en estudios
de dominancia en el oso pardo apuntan a la dificultad de obtener la relacién de dominancia con
una frecuencia suficiente en los pares de individuos que componen la poblacién. Gende & Quinn
(2004), estudiando la jerarquia de dos poblaciones que no contaban con machos adultos, en su
primer afio encontraron un 28 y un 33 % de diadas en las que fue posible valorar el estatus,
mientras que el segundo afio decidieron no establecer un orden social debido al aumento de
diadas con relacion de dominancia desconocida. Unos afios mas tarde, Marshall (2008) registré
interacciones entre la mitad de los posibles pares de individuos de su poblacién, y ademas
afirmé que no habia suficiente evidencia de una estructura jerarquica lineal, la cual podria no
existir especialmente entre los individuos de dominancia intermedia. La falta de linealidad se
expresod en el estudio de Egbert et al. (1976) en forma de inconsistencias y relaciones

triangulares habituales.
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A la vista de la complejidad de los datos obtenidos en estudios etoldgicos en oso pardo, los
cuales a menudo no fueron capaces de revelar la relacion de un importante nimero de diadas,
y de la posibilidad fundada de que las relaciones de dominancia en osos pardos puedan no ser
puramente lineales, surge la necesidad de perfeccionar los métodos existentes de modo que

permitan considerar relaciones no establecidas o demostradas a todos los niveles.

Factores asociados al estatus social

Conocer los factores determinantes de la posicidn jerarquica de los machos de oso pardo resulta
fundamental para evaluar la dinamica social y posiblemente el flujo genético en la especie. Las
caracteristicas bioldgicas asociadas al estatus social descritas para distintas especies incluyen
edad, sexo, tamafo corporal, familiaridad con el area, agresividad, superioridad en cuanto a
partes del cuerpo usadas en la lucha, o en cuanto a habilidades sociales, entre otros factores.
Ademas, el conocimiento del papel de las hormonas en la regulacion de los patrones de
comportamiento implicados en el establecimiento de la jerarquia es aun primitivo, pero resulta
de esencial importancia para la comprension de la agresividad y la probabilidad de resultar

vencedor en interacciones agonisticas.

En el oso pardo, aln existe un vacio importante a este respecto, ya que los diversos autores que
describen jerarquias sociales en la especie sugieren distintos aspectos que podrian influir sobre
ella, pero sin presentar datos cuantificables en su mayoria. Algunos de los determinantes del
estatus social del oso pardo propuestos son un mayor tamafio corporal (Craighead et al., 19953;
Egbert et al., 1976), superiores habilidades en la lucha (Craighead et al., 1995a) y una mayor
agresividad (Hornocker, 1962). Las habilidades en la lucha constituyen un concepto ambiguo, en
el cual podrian influir paradmetros morfométricos como el tamafio de las partes del cuerpo
utilizadas en la lucha; asi como la experiencia, la cual estaria presumiblemente asociada a la
edad; o incluso el grado de agresividad. Por su parte, la agresividad se relaciona habitualmente

con el nivel de testosterona circulante en los machos.

El Unico andlisis objetivo sobre determinantes de estatus social en el oso pardo fue realizado por
Craighead et al. (1995a), quienes encontraron una tendencia en los machos del estrato de
dominancia superior a un mayor peso y tamafio corporal, pero sin diferencias estadisticas
asociadas debido presumiblemente al pequefio tamafio muestral. Respecto al peso, éste es un
parametro con fuertes oscilaciones anuales derivadas de los marcados cambios en el apetito y
la actividad que caracterizan al ritmo biolégico anual del oso pardo. Tradicionalmente, se ha

relacionado a los machos mas grandes de diversas especies de ursidos con ventajas sociales y
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reproductivas, como: mejores resultados en enfrentamientos en el oso panda (Nie et al., 2012),
mayores indices de éxito reproductivo en el oso negro (Kovach & Powell, 2003) y mayor
produccién de oseznos en el oso pardo (Zedrosser et al., 2007). Como indicadores del tamafio
corporal, estos autores han usado el peso (Kovach & Powell, 2003), la circunferencia de la cabeza
(Zedrosser et al., 2007) e incluso una estimacion visual de la condicion corporal (Nie et al., 2012).
A pesar de que pueden ser indicadoras de tamafio corporal y de superioridad en las luchas con
contacto fisico, no conocemos referencias de estudios similares que utilicen medidas de
extremidades o colmillos en el oso pardo. En mandriles, existe evidencia de que, tras una
correccion asociada a la edad debido al desgaste, entre los individuos de mayor rango jerarquico
la longitud de los colmillos se asocia a un mayor estatus de dominancia (Galbany et al., 2015).
Por tanto, ante la falta de datos al respecto en ninguna especie de 0so, seria interesante evaluar
la hipotesis de que mayores tamafios de colmillos, manos y/o pies estuviesen relacionados con

un estatus social superior en los machos.

Por otra parte, diversos aspectos del perfil endocrino individual han sido relacionados con la
posicién dentro de la jerarquia de dominancia en numerosas especies. Sin embargo, de nuevo
tampoco existen referencias al respecto en el oso pardo. Este resulta un campo de investigaciéon
con numerosas posibilidades ante el reciente desarrollo de las técnicas no invasivas de andlisis
hormonal. No obstante, se debe tener presente que las hormonas son metabolitos sometidos a
una compleja cascada de regulacion que las hace susceptibles de variar ante la influencia de
numerosos factores como la edad, momento del aflo, momento del dia o de la captura, método
de muestreo, estado nutricional, contexto social o factores estresantes, entre otros. Sus
funciones son también intrincadas: mientras que la testosterona esta reconocida como factor
regulador del comportamiento reproductivo y agresivo (Giammanco et al.,, 2004), la
concentracién de glucocorticoides es considerada una respuesta a eventos estresantes entre los
que se pueden considerar la reproduccién o eventos agonisticos (Creel, 2001). Ademas, la
testosterona no sdlo es capaz de regular el nivel de agresividad, sino que, a su vez, segun la
teoria denominada “challenge hypothesis”, los niveles de testosterona aumentarian como
consecuencia de interacciones agresivas entre machos (Wingfield et al.,, 1990). A su vez,
elevados niveles de glucocorticoides pueden inhibir la reproduccién (Creel, 2001). Se ha
demostrado una relacién positiva entre los niveles de testosterona y el rango de dominancia o
comportamientos asociados a la misma en una gran variedad de especies. Algunos autores, no
obstante, han encontrado resultados contrarios, y la literatura sugiere que la relacién entre
testosterona y dominancia es mas fuerte en situaciones de inestabilidad social (Mehta et al.,

2008). Por su parte, la relacidén entre concentraciones de glucocorticoides y dominancia es muy
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variable (Creel, 2001). Aunque tradicionalmente se ha pensado que el mayor coste metabdlico
del conflicto social al que se encuentran sometidos los individuos subordinados conllevaria
mayores concentraciones basales de glucocorticoides (Goymann & Wingfield, 2004), numerosos
estudios han encontrado resultados contrarios en un amplio rango de especies, y muy
especialmente en aquellas que utilizan la crianza cooperativa como sistema social (Creel, 2001).
La explicacidn a tal fendmeno podria pasar por considerar que las diferencias o similitudes entre
los niveles de glucocorticoides circulantes no sean un resultado del estatus social, sino de otros
factores o rasgos inherentes al mismo, que difieren en cada especie y contexto social. En
cualquier caso, ya sea causado por una relacién directa o por las ventajas y desventajas del
estatus social, no puede negarse que existe una interaccion entre el ambiente social y la funcién
endocrina dependiente del contexto social concreto. Una interaccién entre las hormonas
testosterona y cortisol en la regulacién del comportamiento de dominancia también ha sido
propuesta recientemente (Mehta & Josephs, 2010). Estas interacciones, aiin desconocidas para

el oso pardo, podran ayudarnos a definir y comprender la dindmica social de la especie.

Finalmente, podemos concluir que existe un vacio generalizado en la definicidn de los factores
determinantes de la estructura social del oso pardo. Se necesitan nuevos estudios que
presenten, para una misma poblacién, una evaluacién simultanea de la estructura social a partir
de variables etoldgicas objetivas y de los distintos pardmetros propuestos a influir sobre ella.
Sélo en base al pertinente andlisis estadistico podremos llegar a comprender la expresion de la
estructura social de los machos sobre sus capacidades reproductivas y, por tanto, sobre su

potencial como donantes en la creacidon de un banco de recursos genéticos para la especie.

3.2.2. Ritmo biolégico anual

El oso pardo es una especie con amplios rangos de distribucidon en todo el hemisferio norte, a
muy distintas altitudes y latitudes, de forma que las caracteristicas fisicas y climaticas de sus
habitats modulan unos ritmos bioldgicos de duracion e intensidad variables pero que poseen
una estructura comun en todas las poblaciones de oso estudiadas. A lo largo de la historia
evolutiva del oso pardo, las variaciones anuales mostradas tanto a nivel comportamental como
fisiolégico han significado un componente de importante valor adaptativo en condiciones de

cambio, como por ejemplo durante cambios climaticos (Spady et al., 2007).

En el reino animal, el ejemplo mas extremo de adaptacion estacional por excelencia es el
fendmeno de la hibernacion. En los meses mas frios, y tras una fase de hiperfagia previa, el oso

pardo disminuye su temperatura corporal, su frecuencia cardiaca, y su tasa metabdlica. Pueden
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mantener este estado fisioldgico hasta siete meses sin comer, beber, orinar o defecar (Schwartz
et al., 2003). Esta conducta resulta excepcional para un animal de su tamafio corporal. Algunos
autores sin embargo no estan de acuerdo con el uso del término hibernacion para el estado de
torpor invernal del oso pardo, principalmente debido a que difiere de la hibernacidn descrita en
otros mamiferos de menor tamafio en una manifiesta menor disminucién de la temperatura
corporal con respecto a la que experimentan los pequeiios mamiferos utilizados como modelo.
Sin embargo, esta diferencia podria ser causada debido a la disparidad en el ratio
superficie/volumen corporal. La duracidn de este aletargamiento invernal varia enormemente
entre los distintos habitats y poblaciones de osos, siendo la latitud uno de los factores
fundamentales de variacién (Gonzalez-Bernardo et al., 2020). Del mismo modo, dentro de una
misma poblacién varia entre animales de distinta edad, sexo y estatus reproductivo (Gonzalez-
Bernardo et al., 2020). Existen incluso evidencias de que algunos animales no experimentan
dicho estado de torpor invernal, como es el caso de grupos familiares en la Cordillera Cantdbrica
(Nores et al., 2010; Palomero et al., 2011). Aquellos que si experimentan torpor invernal pueden
no cesar por completo su actividad, como el caso descrito por Clevenger et al. (1990) de un
macho de la Cordillera Cantdbrica que mostré movimientos ocasionales entre la osera y sus
inmediaciones. Se han descrito asimismo variaciones interanuales en la cronologia del letargo
invernal de una misma poblaciéon. En la Cordillera Cantdbrica, los osos estan activos una media
de 9 a 10 meses, en contraste con los 6 a 8 meses tipicos de algunas poblaciones escandinavas
o americanas (Purroy, 2008). En el Parque de Cabarceno, debido a la presencia de oseras
naturales y al régimen de manejo en semilibertad que permite la gran extensién del recinto, no
es posible monitorizar mediante observacién directa la actividad de todos los individuos durante
los meses mas frios. El uso de dispositivos electrénicos intraabdominales podria resultar una
alternativa interesante para determinar cambios en latemperatura corporal. Todo apunta a que,
en Cabarceno, hay animales que si experimentan letargo invernal ya que no son visualizados
durante periodos extensos; otros individuos son observados fuera de las oseras pero exhibiendo
niveles de actividad disminuidos, siendo dificil clarificar su estado fisiolégico debido a la
posibilidad de movimientos ocasionales alrededor de la osera durante el letargo (Clevenger et
al., 1990); y finalmente, existen osos que no exhiben letargo invernal en Cabarceno (datos
propios no publicados), especialmente las osas con crias, tal y como sucede en la Cordillera

Cantdbrica (Nores et al., 2010; Palomero et al., 2011).
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Duracion e intensidad de la actividad reproductiva

La actividad reproductiva es el otro gran evento anual que modula el ritmo bioldgico del oso
pardo. En los machos, la presencia de espermatozoides en epididimo y tubulos seminiferos estd
descrita tanto varios meses antes del comienzo de la actividad sexual como tras su finalizacién

(Tsubota & Kanagawa, 1989; White et al., 1998).

Aunque en términos generales las cdpulas suceden en primavera y verano, las distintas
poblaciones estudiadas presentan una acusada diversidad en su cronologia, existiendo registros
de montas entre marzo y noviembre, con el maximo de duracién de una misma época
reproductiva de 138 dias (Blanco et al., 2022; Garcia-Rodriguez et al., 2020). Garcia-Rodriguez
et al. (2020) analizaron las diferencias en el ritmo anual de la actividad sexual existentes segln
el rango de distribucién, concluyendo que el comienzo de la misma estd relacionado con la
latitud, pero no con la altitud, y que la duracién de la época reproductiva no se encuentra
influida por ninguna de las dos. Los mismos autores, tras realizar una revisidon de los datos
existentes, manifiestan la necesidad de una monitorizacidn sistemdtica y a largo plazo del
comportamiento sexual en el oso pardo. Aunque varios autores han sugerido el fotoperiodo
como principal determinante de la actividad sexual en el oso pardo, aun existe un
desconocimiento manifiesto sobre los factores que establecen su inicio y su duracién. Diversos

factores ambientales, sociales y nutricionales podrian estar implicados.

La poblacién de osos de la Cordillera Cantabrica ostenta el récord de observacién de
comportamiento reproductivo mas temprano, tanto si éste es entendido como asociacién entre
macho y hembra, la cual fue registrada el 15 de marzo, como si se refiere a cépulas, ya que la
monta mas temprana data del 28 de marzo (Blanco et al., 2022). En cualquier caso, en la
Cordillera Cantabrica, y aunque unas primeras aproximaciones sefialaban una actividad sexual
limitada a dos meses entre la segunda quincena de abril y la primera de junio (Fernandez-Gil et
al., 2006), recientes datos han aportado informacidn sobre montas en marzo, agosto y
septiembre, siendo la mas tardia el dia 6 de septiembre (Blanco et al., 2022). En la literatura
publicada sobre la poblacién de oso pardo del Parque de la Naturaleza de Cabdrceno, las
primeras aproximaciones proponian una época reproductiva que abarcaba mayo y junio (Garcia-
Macias et al., 2006), mientras que las Ultimas estimaciones han sugerido una época reproductiva
mds amplia, comprendida entre los meses de abril y julio (Alvarez-Rodriguez et al., 2013a;

Alvarez-Rodriguez et al., 2016; Lopez-Uruefia et al., 2014a; Lopez-Uruefia et al., 2016).
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Delimitacion del ciclo anual

Ambos eventos, letargo y época reproductiva, son los principales marcadores que se han venido
utilizando para definir el ciclo anual del oso pardo. En ocasiones, se han descrito ademas etapas
intermedias inmediatamente anteriores (Gonzalez-Bernardo et al., 2020; Nelson & Robbins,
2010) o posteriores (Nelson et al., 1983) al letargo invernal, caracterizadas por estados
disminuidos de actividad (Gonzalez-Bernardo et al., 2020), o por anorexia y adipsia (Nelson et
al., 1983), entre otros. En este sentido, para la fase activa también se han diferenciado etapas
concretas: separando el periodo de hiperfagia (Nelson et al., 1983), nombrando como pre-
reproductivo y post-reproductivo los periodos previo y posterior a la época reproductiva (Cattet
et al., 2017; Garcia-Macias et al., 2006; Gomes-Alves et al., 2011; Tomiyasu et al., 2018),
delimitando una etapa transicional previa a la reproduccidn (Tomiyasu et al., 2018) o sefialando
una etapa de mayor intensidad de actividad reproductiva (Craighead et al., 1995a; Fernandez-
Gil et al., 2006; Hornocker, 1962). En la poblacion de oso grizzly de Yellowstone, Craighead et al.
(1995a) y Hornocker (1962) observaron una mayor intensidad en la actividad reproductiva a
finales de junio, mientras que en la Cordillera Cantdbrica, ésta tuvo lugar en el mes de mayo,
con el maximo en su segunda quincena (Fernandez-Gil et al., 2006). De la misma forma,
Palomero et al. (2011) también describen una mayor intensidad de comportamiento de cortejo

en la Cordillera Cantdbrica en mayo (75 % de las observaciones).

La definicidn de etapas dentro de la época reproductiva del oso pardo es, no obstante, escasa
en la literatura, debido principalmente a la dificultad de la observacién de este tipo de eventos
en libertad. A pesar de que tanto Craighead et al. (1995a) como Fernandez-Gil et al. (2006) y
Spady et al. (2007) cuantificaron el nimero de montas observadas en sus estudios, ninguno de
ellos realizé una compartimentacion de la época de actividad sexual. Para el oso panda, no
obstante, existe ya una definicion de tres periodos distinguibles dentro de la época reproductiva,
definidos en base al comportamiento sexual y niveles de estrégenos en las hembras, y que estan
marcados por un pico de actividad sexual central (“peak”), un periodo de actividad sexual
temprana (“early”) y otro de actividad sexual tardia (“late”) (Aitken-Palmer et al., 2012). En
condiciones de cautividad, Ishikawa et al. (2003) presenté datos de frecuencia de
comportamiento reproductivo en dos parejas de oso pardo de Hokkaido (Ursus arctos yesoensis)
y niveles hormonales en las hembras, concluyendo que las frecuencias de comportamiento
sexual, por si solas, no se correlacionaron con los niveles de 17B-estradiol ni progesterona en las
osas. Si bien las caracteristicas de la época reproductiva de una poblacidon se entienden
condicionadas por la receptividad de las hembras, la cual podria presentar distinciones a nivel

individual, los machos también pueden exhibir variaciones dentro del periodo en el que
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muestran comportamiento reproductivo. El estudio de estas variaciones en machos de oso
pardo ha sido a menudo orientado hacia los cambios endocrinos (Anel-Lopez et al., 2017b;
Tsubota & Kanagawa, 1989; White et al.,, 2005), mientras que otro tipo de cambios
comportamentales o fisioldgicos asociados a las diferentes etapas de |la época reproductiva se

encuentran mucho menos estudiados.

La definicién de la ciclicidad y tendencias de distintas etapas en la época reproductiva en el oso
pardo necesitaria un elevado volumen de datos de actividad sexual recogidos de una misma
poblacién debido a las fuertes diferencias en la estacionalidad reproductiva entre poblaciones,
y que ademas estuviesen recogidos bajo un disefio experimental sistemdtico y, preferiblemente,
interanual. Una vez definidos los limites de cada periodo, seria posible concretar los perfiles
temporales de ciclicidad anual en diversos pardmetros etoldgicos, morfoldgicos y fisioldgicos en
el oso pardo, los cuales serian extrapolables a cualquier poblaciéon siempre que se tengan en
cuenta las posibles variaciones en la extensién y la cronologia de la actividad sexual de las

distintas poblaciones.

Variaciones anuales en el comportamiento

Siguiendo esta linea ldgica, seria posible afirmar que la influencia de la estacionalidad
reproductiva en el oso pardo podria extenderse a cualquier rango de su comportamiento. A las
diferencias en el comportamiento sexual ya comentadas podemos sin duda afiadir aquellas en
el nivel de actividad general, en el comportamiento maternofilial y en el comportamiento de
ingesta, pero también merece la pena explorar las diferencias intraanuales en otros aspectos

sociales del comportamiento de los osos, tanto a nivel agonistico como afiliativo.

Variaciones anuales en el nivel de actividad

El nivel de actividad en el oso pardo, a menudo evaluado a través de su actividad locomotora
mediante telemetria, puede verse modificado por numerosos factores entre los que se incluyen
la época del afo, el acceso a recursos alimenticios, edad y estatus social o influencias
antropogénicas, entre muchos otros. En general, los machos exhiben mayores rangos de
distribucidn. De hecho, los mayores rangos descritos se atribuyen tipicamente a machos en
dispersidn o machos adultos en época de celo, siendo esto ultimo frecuentemente justificado
por las caracteristicas propias de su comportamiento reproductivo (Steyaert et al., 2020). Datos
de un oso radiomarcado en la Cordillera Cantabrica revelaron grandes aumentos del rango de
distribucién durante la época de celo (1272 km?), con respecto al momento “pos-hibernacién”

de ese mismo afio (tan sélo 69 km?) (Purroy, 2008).
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Los niveles de actividad de osos europeos de poblaciones con latitudes similares a las de la
Cordillera Cantdbrica mostraron que los 0sos croatas e italianos se encontraron activos entre un
45 % - 60 % del tiempo durante el verano y otofio (Roth, 1983; Roth & Huber, 1986). Segin Roth
& Huber (1986), dicho grado de actividad descendié durante noviembre y diciembre (40 %),
antes de entrar en la osera. Friebe et al. (2001) también registraron, en este caso para hembras
escandinavas, niveles de actividad del 60 % en otofio. En la Cordillera Cantabrica, Unicamente
disponemos de los datos de un macho adulto radiomarcado, el cual mostré su maximo de
actividad durante el verano (43 %), pero sin mostrar diferencias significativas con los niveles de
actividad del otofio (39 %) y si con los del periodo posterior al letargo invernal (31 %) (Clevenger
et al.,, 1990). Es importante recordar que existe una descripcidon de estados disminuidos de
actividad en las semanas anteriores y posteriores al estado de torpor invernal, que hacen pensar
en adaptaciones progresivas entre los estados de actividad e inactividad, tanto a nivel locomotor
como metabdlico y fisioldgico. Este cardcter progresivo, para el caso de la disminucidn de la
actividad en la época anterior a la entrada a las oseras, ha sido descrito por Friebe et al. (2001)
y Sahlén et al. (2015) en osos escandinavos. En concreto, Friebe et al. (2001) encontré
disminuciones semanales de un 5 % de la actividad en hembras desde la semana sexta antes de
la entrada a la osera hasta la semana previa al letargo. En esa ultima semana, el descenso de su
actividad fue mucho mas brusco, sefialandose en torno al 40 %. Finalmente, no debemos olvidar
que las demandas energéticas del letargo invernal exigen un periodo de hiperfagia previo en el
que se produce un marcado aumento del peso corporal en el oso pardo. La necesidad de
incrementar las calorias ingeridas en esa época del afio se describe asimismo como un
importante factor regulador en el nivel de desplazamientos y actividad, cuyo grado de influencia
serd distinto para cada poblacidn en funcidn de los alimentos disponibles y su aporte calérico, y
para cada individuo en funcién de su grupo de edad, sexo, y estatus social en términos de
dominancia, ya que éstos podrian determinar el acceso prioritario a los recursos. En lugares de
abundancia estacional de alimentos como los salmones en época de desove, se ha demostrado
una mayor actividad de los osos en dicho entorno coincidiendo con la época en la que aumentan

los recursos (Quinn et al., 2014).

Variaciones anuales en el comportamiento agonistico

El comportamiento social entre adultos de oso pardo es sin duda el menos estudiado en cuanto
a aspectos relacionados con su ciclicidad anual. Ademas de mediante interacciones que no
implican contacto visual, los osos adultos también se relacionan por medio de eventos de

naturaleza agresiva y amistosa.

32



Introduccion

El tipo de comportamiento agresivo que ha despertado mayor interés en la comunidad cientifica
son los infanticidios. Las muertes de osos pardos llevadas a cabo por machos adultos son
relativamente frecuentes, siendo las victimas mds habituales oseznos en época reproductiva,
pero también individuos de cualquier edad y sexo (Schwartz et al., 2003). Sin embargo, este tipo
de situaciones de extrema agresividad son sélo uno de los registros observados, de manera que
se han descrito también enfrentamientos con y sin contacto fisico (Egbert et al., 1976; Gende &
Quinn, 2004; Hornocker, 1962; Koene et al., 2002; Montaudouin & Pape, 2005). La dificultad de
observacién de todas las formas de comportamiento agonistico que exhibe el oso pardo
complica su estudio y la descripcién de sus implicaciones y determinantes, pero esto no impide
gue el comportamiento agresivo en su sentido mas amplio sea aceptado como uno de los pilares
para el establecimiento y mantenimiento de la organizacién social y por tanto del acceso

prioritario a recursos.

Sin atender a diferencias individuales, se han sefialado varios determinantes de la frecuencia
y/o intensidad del comportamiento agresivo en o0sos, principalmente la densidad de animales
(Peirce & Daele, 2006), de recursos alimenticios (Egbert et al., 1976; Gende & Quinn, 2004), la
existencia de dominancias pre-establecidas (Marshall, 2008) y la época del afio (Egbert et al.,
1976; Hornocker, 1962; Pulliainen et al., 1984). Ademas, en la mayoria de especies de mamiferos
el comportamiento agresivo es dependiente del sexo (Bouissou, 1983), lo cual también cabria
esperar en una especie con un dimorfismo sexual tan marcado como es el oso pardo. En cuanto
a las influencias de la época del afio, es importante puntualizar que la mayoria de referencias
directas a comportamientos agresivos se corresponden con observaciones realizadas en lugares
de agregacién de osos debido a una abundancia de alimento limitada en el tiempo. Por esta
razon, en su mayoria se trata de estudios cuyo esfuerzo de observacion se corresponde en el
tiempo con la presencia de salmdn en los rios, descrita entre junio y octubre, pero con
variaciones notables en cada localizacion, limitdndose por tanto a unas semanas concretas del
afio. Ademads, pueden encontrarse algunas referencias ligeramente mas tempranas en el afio en
estudios que también se llevaron a cabo en torno a otro tipo de lugares con abundancia de
alimento (Peirce & Daele, 2006; Pulliainen et al., 1984), pero no esta en nuestro conocimiento
la existencia de ningun estudio acerca del comportamiento agonistico en una Unica poblacién

de oso pardo que englobe todo un afio natural.

Varios autores han sugerido un incremento de actividad con componente agresivo en machos
de oso pardo relacionada con la reproduccion (Egbert et al., 1976; Hornocker, 1962). Del mismo
modo, la presencia de un importante nimero de cicatrices recientes coincidiendo con dicho

periodo ha sido descrita en numerosas ocasiones (Egbert et al.,, 1976; Hornocker, 1962;
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Pulliainen et al.,, 1984), lo cual indicaria participacion en peleas con un elevado nivel de
agresividad. Otras formas de comunicacidn social por parte de los machos, como el marcaje en
elementos del medio, también se ven incrementados durante la época reproductiva (Tomiyasu
et al., 2018). La influencia de las hormonas sexuales en estos comportamientos parece bastante
clara para el caso del marcaje mediante glandulas sebdceas, ya que éstas aumentan de tamao
s6lo cuando existe actividad gonadal (Tomiyasu et al., 2018). Si nos centramos en el
comportamiento agresivo, también cabria esperar una fuerte influencia de las hormonas
sexuales debido a la extensa literatura cientifica que describe la relacién entre agresividad y
testosterona en numerosas especies (Bouissou, 1983). Sin embargo, es necesaria mas
investigacion al respecto en el oso pardo para poder determinar su papel en la expresion de
dicho comportamiento debido al caracter multifactorial del mismo. Stonorov & Stokes (1972),
por su parte, realizaron un andlisis exhaustivo de los patrones de comportamiento mostrados
en interacciones agonisticas durante aproximadamente un mes, llegando a la conclusién de que
éstos variaban a medida que avanzaba el verano, de forma que disminuian las cargas vy
aumentaban los comportamientos de menor nivel de agresividad. Esta apreciacion, realizada en
un grupo de oso grizzly alimentandose en un arroyo durante la época de desove del salmodn,
podria estar relacionada con disminuciones en el nivel de testosterona, pero también con
cambios en la disponibilidad de alimento, en la densidad de osos en la zona o con la habituacién
de los individuos entre ellos tras la formacién de dominancias. El estudio paralelo del
comportamiento agonistico y los niveles de testosterona en la misma poblacidon de osos seria
necesario para abordar esta hipdtesis. Las referencias a eventos de naturaleza agresiva entre
octubre y mayo son muy escasas en el oso pardo, pero Palmer et al. (1988) han sefialado, en oso
polar, una reduccién de los niveles de agresiones en esta especie de ursido coincidente con bajas
concentraciones de testosterona circulante durante la época de deshielo. La comprensién de los
modulantes del comportamiento agresivo en machos de oso pardo, mas alla de la consideracion
tipica del mismo como estrategia reproductiva y alimenticia, debe partir por tanto del estudio
de la influencia real de factores temporales y endocrinos ciclicos, lo cual permitird interpretar,
en las situaciones concretas de las distintas poblaciones e individuos, aquellos cambios

asociados a la competicién por alimento o derechos reproductivos.

Variaciones anuales en el comportamiento de juego

Por ultimo, las interacciones directas entre individuos adultos sin componente sexual ni agresivo
asociados constituyen el aspecto del comportamiento del oso pardo menos conocido. El
comportamiento de juego en determinada especie puede ser considerado multifuncional, y

puede verse influenciado por factores como la edad, sexo, factores ambientales y estatus social
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(Clapham & Kitchin, 2016). Aunque los osos pueden jugar a cualquier edad (Fagen & Fagen,
1990), las interacciones amistosas, también denominadas juego social, han sido
tradicionalmente atribuidas a oseznos u osos subadultos y muy especialmente a individuos de
la misma camada. Una mayor actividad de juego en los individuos jovenes es una constante
general en todas las especies en las que se ha demostrado dicho comportamiento (Bekoff &
Bekoff, 1984), lo cual coincide con los hallazgos de Egbert et al. (1976) en una agrupacién de
osos pardos producida por la abundancia temporal de salmdn. Los resultados de Fagen & Fagen
(2009), por su parte, pusieron de manifiesto frecuencias de juego sin diferencias significativas
segln la edad hasta al menos los 3 afios de vida, pero estudios mds exhaustivos similares al suyo
deberian evaluar probables cambios al respecto en edades mds tardias. En general, el juego
social entre adultos suele presentarse en especies muy sociales, y por tanto no seria de esperar
en los ursidos; sin embargo, encontramos que los machos adultos de oso polar forman grupos
durante la época de deshielo en los cuales el juego es frecuente (Latour, 1981a). Las escasas
referencias al juego social entre osos pardos no emparentados en libertad o bien describen nulas
interacciones amistosas entre machos adultos (Egbert et al., 1976), o bien derivan de estudios
gue no incluyen machos en edad reproductiva (Clapham & Kitchin, 2016; Stelmock & Frederick,
1980), o de estudios que no especifican si existian machos en la poblaciéon (Fagen & Fagen,
1990). Respecto a osos mantenidos en cautividad, encontramos una referencia a juego entre
dos machos adultos, uno de ellos ciego y castrado, en el estudio de Koene (1998), asi como la
descripcién por parte de Colmenares & Rivero (1983) de una relacion de tolerancia y
comportamiento cooperativo entre dos machos adultos caracterizada por episodios frecuentes

de juego.

Como ya comentdbamos anteriormente, también el sexo juega un importante papel en el
desarrollo de patrones comportamentales de naturaleza amistosa. Diferencias en el juego
atendiendo al sexo han sido demostradas en varias especies, incluyendo el oso panda (Wilson,
2005). En otras especies de 0sos como el 0so negro americano y el oso polar también se ha
sugerido que los machos son mas sociables que las hembras (Latour, 1981b; Ottewell, 2016).
Ademas, Latour (1981b) describié cdmo, en el oso polar, los machos adultos interaccionaban

con otros machos adultos con una mayor frecuencia que con el resto de rangos de sexo y edad.

El juego, en su sentido mas amplio, esta reconocido como un reflejo del bienestar animal ya que
generalmente ocurre en contextos libres de estrés (Fagen & Fagen, 2004), e incluso se ha llegado
a afirmar que su expresion sélo es posible bajo la premisa de la cobertura previa de las
necesidades bdasicas vitales (Latour, 1981a). Esto coincidiria con la apreciacion de Fagen & Fagen

(1990), que relacionaban aumentos en la frecuencia de juego en osos inmaduros coincidiendo
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con una mayor abundancia de alimentos. Existen numerosas hipdtesis y controversia acerca de
las funciones del juego per se en el reino animal, pero en general se le presuponen beneficios
futuros que son mas obvios para individuos inmaduros y para especies gregarias. Entre sus
posibles beneficios destacan: el desarrollo de la fuerza y otras habilidades fisicas, el desarrollo
cognitivo, la adquisicion de tdcticas usadas en la competencia intraespecifica, o el
establecimiento o estrechamiento de lazos y cohesion sociales (Bekoff & Bekoff, 1984). Las
implicaciones ecolégicas y evolutivas de su desempefio son aun inciertas, pero ha sido
precisamente el oso pardo la especie en la que primero se ha demostrado una relaciéon positiva
entre el juego a edades tempranasy la supervivencia, tanto durante el primer afio de vida (Fagen
& Fagen, 2004) como en el momento de su independencia post-destete (Fagen & Fagen, 2009).
Sin embargo, aun se desconocen los mecanismos que la desencadenan. Centrdandonos en
animales adultos, es necesario destacar la hipdtesis de Latour (1981a), desarrollada en osos
polares, que indica la posibilidad de que el juego en épocas del afio con bajo nivel de
competencia por recursos constituyese una tdctica para valorar las habilidades fisicas y de lucha
de otros 0s0s, de cara a utilizar esta informaciéon en momentos del afio en los que si se produce
una intensa competencia intraespecifica. La creacion de lazos sociales podria de esta manera
reducir el nivel de interacciones agonisticas futuras. En el estudio llevado a cabo por Koene
(1998) encontrariamos un caso similar, ya que en él se describe la adaptacién de osos ciegos a
un nuevo recinto, caracterizada por interacciones agonisticas decrecientes complementadas
con niveles crecientes de interacciones de juego. Para estos individuos, tras una respuesta inicial
agresiva a un ambiente social desconocido bajo condiciones de estrés, se habria desencadenado
una cohesion y estabilidad social que permiti6 mayores frecuencias de patrones de
comportamiento de juego, de forma que de nuevo el juego se relacionaria con la disminucién
del nivel de agresion en las relaciones entre osos convivientes. Montaudouin & Pape (2004)
estudiaron otros factores ambientales con posibilidades de ejercer una influencia en el
comportamiento de juego de osos cautivos, concluyendo que las interacciones sociales no
parecian estar influenciadas por diferencias en el manejo, y que no existia relacién entre

estereotipias y juego.

El estudio del efecto de la estacionalidad reproductiva sobre el comportamiento de juego en el
oso pardo debe por tanto tener en consideracion las posibles variaciones entre cada grupo de
sexo y edad. Existen varias referencias sobre cambios en la frecuencia de interacciones
amistosas a lo largo del afo en el oso pardo, pero sélo una incluye machos adultos. Stelmock &
Frederick (1980) constataron una disminucién del tiempo empleado en jugar en osos jovenes de

todas las edades en libertad al final del verano y durante el invierno, mientras que Palomero et
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al. (2011) senalaron una tendencia a la disminucidn del mismo entre mayo y agosto, para
recuperarse ligeramente en septiembre, en oseznos nacidos ese afio. Por ultimo, durante el
estudio de Colmenares & Rivero (1983) acerca de las relaciones sociales en un grupo de o0sos
pardos en cautividad que incluyeron 3 machos adultos y 2 machos jovenes, se registraron juegos
sociales asociados a cortejos, pero el comportamiento de juego desaparecié durante el pico de

actividad reproductiva (F. Colmenares, comunicacion personal, 2023).

Variaciones anuales en los parametros morfologicos y fisiolégicos

El ritmo bioldgico anual del oso pardo se manifiesta no sélo a través de cambios en el
comportamiento, sino en un amplio rango de aspectos morfoldgicos vy fisioldgicos, reflejo de
cambios ciclicos en el metabolismo y de las influencias ambientales. Por ejemplo, nuevas
tecnologias basadas en el uso de collares GPS, dispositivos intraabdominales e implantes
subcutdneos han permitido recientemente evidenciar cambios en los ritmos bioldgicos de
pardmetros como la actividad, temperatura corporal y ritmo cardiaco en el oso pardo en funcion
del momento del afio (Thiel et al.,, 2022). Los pardmetros sanguineos del hemograma y
bioguimica, asi como algunas hormonas, también constituyen excelentes marcadores cuyas
variaciones anuales han sido demostradas no sélo en osos y otras especies de mamiferos, sino

también en aves, reptiles o peces.

En Ursidos, existe una extensa bibliografia al respecto, especialmente en oso pardo y oso negro
americano. En ella, la atencidn se ha centrado tradicionalmente en la caracterizacion de la
fisiologia del letargo invernal y en demostrar diferencias entre los valores invernales y aquellos
exhibidos en la fase activa de su ciclo anual. Sin embargo, alin son reducidas las referencias hacia
las variaciones mostradas durante la fase activa. Durante el letargo invernal, los osos
experimentan una reduccién de su temperatura corporal de tan sélo de 2-5 °C, sin embargo, el
nivel de disminucién en el metabolismo general es similar al exhibido por especies hibernantes
de menor tamafio. En los machos, la funcidn testicular se encuentra quiescente al comienzo de
la hibernacidn, pero se ha descrito espermatogénesis activa a partir del mes de febrero en el oso
pardo (Tsubota & Kanagawa, 1989). Durante el tiempo en el que existe privacién de alimentos
y desaparicidon o reduccién de gran parte de sus funciones fisiolégicas los osos experimentan un
metabolismo basado en la obtencidn de energia a partir de las grasas y deben adaptarse para
equilibrar los niveles de lipidos y proteinas, asi como para impedir la degeneracidon muscular y
O6sea o diversas patologias endocrinas y cardiovasculares. Los mecanismos biolégicos que

permiten tal nivel de adaptacion son complejos y aliin no se encuentran totalmente estudiados,
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existiendo un campo de investigacion amplio al respecto con interesantes aplicaciones en
medicina humana. Tales mecanismos se manifiestan con cambios en diversos pardmetros
bioquimicos sanguineos, que Gonzalez-Bernardo et al. (2020) recogen en una reciente revision
bibliografica, en la que se expone que durante el letargo invernal existen: una disminucion en el
peso corporal; elevados niveles de lipidos, colesterol, proteinas totales, creatinina y glucosa; y
concentraciones disminuidas de urea. Asimismo, el nimero de plaquetas y la capacidad de
agregacion plaquetaria son menores que en el verano (Arinell et al., 2018). Encontramos menos
datos referentes a las concentraciones de células sanguineas que de parametros bioquimicos en
el oso pardo, pero diversos autores (Arinell et al., 2018; Graesli et al., 2015; Hissa et al., 1994)
coinciden en sefalar disminuciones, a veces expresada sélo como una tendencia, de los glébulos
blancos y aumentos de hematocrito, hemoglobina y contaje de eritrocitos durante los meses del
invierno en oso pardo europeo. Aunque estos resultados coinciden con lo descrito para oso
negro americano (Erickson & Youatt, 1961; Hellgren et al., 1989), deben ser tomados con
precaucidn ya que, a excepcion de un Unico oso en el estudio de Hissa et al. (1994), sdlo

incluyeron muestras tomadas en osos subadultos.

Las variaciones en los pardmetros sanguineos tienen un caracter multifactorial y la edad del
animal, junto con la época del afio en que se toma la muestra, son unos de los factores con
mayor capacidad de modularlos. Ademas de la edad y el momento del afio, en el oso pardo,
algunos de los factores que deberian tenerse en cuenta a la hora de interpretar niveles de
metabolitos en sangre son: el sexo y momento reproductivo (Huber et al., 1997; Jamnicky et al.,
1987), el origen de los animales, bien sea cautividad o libertad, o incluso region geografica
(Huber et al., 1997); su estado nutritivo y peso (Schroeder, 1987); el método de captura (Kusak
et al., 2005); el uso de medicamentos y drogas anestésicas (Schroeder, 1987); el nivel de estrés
(Kusak et al., 2005); o incluso el momento del dia en el que se realiza la toma de la muestra
(Owen et al., 2005). En general, la mayoria de estudios que han abordado la hematologia en
ursidos se han realizado con unidades de analisis a las que afectaban un elevado numero de
estos factores. El uso de individuos de distinto sexo, edad, origen, época del afio, etc., en
ocasiones combinado con pequefios tamafios muestrales, dificulta muy a menudo Ia
interpretacion de los resultados. Idealmente, cada posible factor de variacion deberia estudiarse
por separado utilizando poblaciones homogéneas en cuanto al resto de posibles modulantes.
Hasta la fecha, el analisis de hematologia de oso pardo que tiene en cuenta variaciones anuales
y mas se acerca a ese abordaje es el expuesto por Graesli et al. (2015), cuyos resultados ya fueron
comentados anteriormente, y el cual utilizé 40 osos subadultos que habitaban en libertad en

Suecia. La comprensidn de la influencia de esta gran variedad de elementos con capacidad para
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modular los parametros sanguineos en el oso pardo es por tanto fundamental para el
establecimiento de unos valores de referencia adecuados para la especie. Sélo asi serd posible
demostrar desviaciones de origen patoldgico, nutricional o ambiental, o identificar marcadores
sanguineos de importancia en la actividad reproductiva. En este sentido, por ejemplo, en oso
negro americano se ha descrito una relacién entre la concentracién de distintos compuestos en
sangre de las osas e indices de crecimiento en sus oseznos (Noyce & Garshelis, 1994). Por su
parte, en machos, esta vez de 0so negro asiatico, parece existir una relacion entre los niveles de
testosterona y el estado nutricional (Tomiyasu et al., 2021). Por tanto, en el marco de otros
programas que impliquen el manejo anestésico de osos, como los orientados al uso de técnicas
de reproduccién asistida, la correcta interpretacién de los parametros fisioldgicos posee
capacidad de orientar sobre el estado, tanto de salud como reproductivo de los individuos, y por
tanto evaluar la idoneidad como donantes o receptores en metodologias de biotecnologia de la

reproduccion, asi como la posibilidad de, incluso, predecir su futuro éxito reproductivo.

Variaciones anuales en el peso corporal

El cronograma bioldgico del oso pardo conlleva periodos de anorexia e hiperfagia y, por ende,
grandes oscilaciones en la condicién corporal. Para Gonzéalez-Bernardo et al. (2020), estas
oscilaciones se dividen en tres fases: ganancia de masa muscular durante la primavera,
acumulacién de grasa durante la hiperfagia, y pérdida de peso durante la hibernacién. Esta
pérdida de peso invernal, atribuida principalmente al consumo de reservas grasas, varia entre
250y 517 gramos al dia (Hissa et al., 1998a; Watts & Jonkel, 1988), y en computo puede suponer
alrededor del 30 - 40 % del peso corporal (Hellgren, 1995; Hilderbrand et al., 2000; Pearson &
Halloran, 1972). Valores similares han sido encontrados por Hellgren (1995) para ursidos
silvestres, pero en o0sos cautivos encontré disminuciones menos drdsticas, con un maximo del
27 %. Kingsley et al. (1983), sin embargo, diferencian entre las variaciones de peso sufridas por
machos y hembras, concluyendo que las de los machos son menores, y son alrededor de un 22
% del peso corporal a cualquier edad. Por su parte, en otofio se describen aumentos de la ingesta
hasta valores dobles y los reportes de ganancia de peso en el otofio también rondan el 30 — 40
% del peso corporal (Evans et al., 2012; Hissa et al., 1998a), o valores ligeramente menores (28
%) cuando se han estudiado por separado machos adultos (Kingsley et al., 1983). Encontramos
también que Ligot (2019) no hallé diferencias significativas en el peso corporal de osos mayores

de tres afios entre primavera, con mayoria de muestras entre marzo y abril, y otofio.

Existen ademas referencias a cambios en la actividad de alimentaciéon en osos durante la
estacion reproductiva. En la Cordillera Cantabrica, se ha demostrado que los osos en celo

muestran una importante disminucion del tiempo dedicado a la alimentacién (Fernandez-Gil et
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al., 2006). Esto coincide con las apreciaciones de Hornocker (1962), el cual apunté que es raro
observar alimentandose a los machos dominantes que se encuentran monopolizando una
hembra. En oso polar, los machos y especialmente los que muestran actividad sexual son
también mds propensos a mostrar comportamiento de ayuno (Cherry et al., 2009). Este patrén
no es ni mucho menos exclusivo de animales que hibernan, asi por ejemplo en el reno, especie
también promiscua y de comportamiento sexual estacional, se observan pérdidas de mas del 30
% de la masa corporal en los machos durante el celo, y los niveles minimos de insulina y maximos
de cortisol y testosterona son coincidentes y se describen poco después del pico de maximo

peso corporal (Barboza et al., 2004).

Variaciones anuales en el volumen testicular

De la misma forma que para el tamafio corporal, también existen numerosas referencias a
cambios en el tamafio de los testiculos en el oso pardo a lo largo del afio (Erickson et al., 1968;
Gomes-Alves et al., 2011; Pearson, 1975; Tsubota & Kanagawa, 1989; White et al., 2005). Todo
parece sefialar que los cambios experimentados en la funcidn testicular a lo largo del afo se
acompaiian de un ritmo ciclico en el volumen, histologia, esteroidogénesis y espermatogénesis
(Spady et al., 2007). En los cuatro estadios del ciclo testicular descritos por Spady et al. (2007),
solo el estadio Ill o “pico de funcidn testicular” corresponde con la existencia de actividad

reproductiva, en sincronizacién con el estro de las hembras.

Los valores maximos de tamafio o peso testicular han sido descritos para adultos de oso grizzly
americano en mayo (Pearson, 1975) o en mayo y junio (Erickson et al., 1968), aunque sin
especificar la realizacion de un analisis estadistico al respecto. Las diferencias fueron de hasta el
doble del volumen testicular con respecto al exhibido en el momento maximo de regresion
testicular en el invierno (Erickson et al., 1968). En oso pardo de Hokkaido, en un estudio con tan
so6lo cuatro animales jovenes cautivos, se sefialé un mayor tamafio testicular entre marzo y
agosto en comparacién con el resto del afio (Tsubota & Kanagawa, 1989). De nuevo en 0so
grizzly, White et al. (2005) describieron valores maximos en el mes de junio, sin hacer referencia
a diferencias significativas, aunque en un estudio anterior con un menor tamano muestral no
habian encontrado diferencias entre los periodos comprendidos entre mayo y mediados de julio
en comparacién con el periodo entre mediados de julio y noviembre (White et al., 1998). En oso
pardo europeo, el tamafio y masa testiculares fueron significativamente mayores en primavera
que en otofio (Ligot, 2019). La idea generalizada es que existe un ciclo que incluye
recrudescencia y regresion, con maximos de tamafno y funcién testicular durante la época
reproductiva. Si nos centramos en la evolucién de la morfologia testicular dentro de la época

reproductiva, en los osos del Parque de Cabarceno, un estudio preliminar ya sefialé variaciones

40



Introduccion

entre febrero y agosto a pesar de su muy reducido tamafio muestral (N = 6) (Gomes-Alves et al.,
2011). Existen también antecedentes en otras especies de Ursidos, concretamente en 0so negro
asiatico (Okano et al., 2009) y oso panda (Aitken-Palmer et al., 2012). En ambas especies, la
época reproductiva fue dividida en dos o tres partes, respectivamente, y no se encontraron
diferencias en el volumen testicular entre ellas. Se debe tener en cuenta, ademds, que otros
factores como la edad o tamafio corporal han sido correlacionados positivamente con la masa
testicular en el oso pardo (White et al., 1998). Del mismo modo, se ha descrito previamente una
relacidn entre el volumen testicular y la hormona testosterona en oso pardo (Gomes-Alves et
al.,, 2011) y en oso negro americano (Horan et al., 1993). También en 0so negro americano,
Garshelis & Hellgren (1994) encontraron diferencias en la evolucion del tamafio testicular entre
dos poblaciones geograficamente separadas con distintas latitudes. Ya que la latitud ha
demostrado ser un factor modulante en la cronologia del comportamiento reproductivo en el
oso pardo (Gonzalez-Bernardo et al., 2020), podria sugerirse la duracion o intensidad de la época
reproductiva como determinante en la evolucién del volumen testicular. Para demostrar tal
hipotesis, seria necesaria la delimitaciéon de la época reproductiva y sus caracteristicas en

relacion a la evoluciéon del tamafio testicular en una misma poblacidn de oso pardo.

Variaciones anuales en la testosterona

La caracterizacion del ritmo enddgeno de las hormonas esteroideas, como los esteroides
sexuales y los corticoides, es fundamental para poder comprender los cambios asociados a la

funcién reproductiva en los machos.

La testosterona es el principal esteroide sexual en los machos, y como tal, en el oso pardo
experimenta cambios ciclicos que acompafian al ritmo anual en el comportamiento
reproductivo y el desarrollo testicular. La testosterona tiene el potencial de desempeiiar un
papel clave no sélo en la reproduccidn, sino también en la regulacién de aspectos sociales y
fisiolégicos muy variados. En otras especies, es capaz de modular el comportamiento agresivo e
incluso la estructura social (Giammanco et al., 2004), asi como muy diversos aspectos de la
fisiologia y homeostasis corporal, habiéndose demostrado en el ser humano su influencia en
procesos tan dispares como la eritropoyesis o los niveles de otras hormonas no reproductivas
como lainsulina y la leptina (Lee et al., 2022; Simon et al., 2001). En Ursidos, se ha sugerido que
aumentos de la testosterona detectados durante la hibernacién podrian tener funciones no
relacionadas con la reproduccién (Hellgren, 1995) y que el marcaje de los machos de oso pardo
podria ser un comportamiento mediado por la testosterona (Tomiyasu et al.,, 2018). El
fotoperiodo es el factor mas frecuentemente sugerido como determinante de los cambios

anuales en la testosterona en el oso pardo, aunque también existe la teoria de que, en cualquier
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especie, los niveles de testosterona se pueden ver incrementados cuando se exhibe
comportamiento de defensa de hembras con fines reproductivos como resultado de la
competicion entre machos (Goymann et al., 2003). El papel de la exposicidn a las hembras no
debe ser menospreciado en una especie que muestra ocasionalmente comportamiento de
monta fuera de su época reproductiva tradicional, especialmente si tenemos en cuenta que en
oso panda el acceso a hembras en celo fuera de la época reproductiva se correlaciona con
aumentos de la testosterona en orina (Gocinski et al., 2018). La edad también puede influir en
las concentraciones de hormonas, hasta el punto de que en el oso pardo la edad ha podido ser
estimada a partir de las concentraciones de cuatro hormonas distintas entre las que se
encontraba la testosterona utilizando muestras de pelo (Cattet et al., 2018). Sin embargo, en
0s0 negro asiatico, Tomiyasu et al. (2021) estudiaron una posible relacion de la testosterona
plasmatica con el momento del aio, el momento de muestreo, el indice de condicidn corporal,
la circunferencia de la cabeza y la edad, concluyendo que sélo existia una asociacion, positiva,
con la condicidn corporal. Por su parte, Bryan et al. (2014) encontraron una asociacion negativa
de la disponibilidad de alimento y los niveles de testosterona en pelo, la cual posiblemente sea

reflejo de cambios sociales asociados.

Numerosos estudios previos avalan una ciclicidad anual de la testosterona en el oso pardo con
niveles basales durante gran parte de su fase activa y un pico de concentracion de la hormona
que sucede mas frecuentemente en los meses de primavera. En oso grizzly, este maximo de
testosterona sanguinea se ha descrito en mayo y junio en un estudio en el que sélo se incluyeron
muestras a partir de mayo (White et al., 2005), mientras que la testosterona medida en pelo fue
mayor entre finales de marzo y abril (Cattet et al., 2017). En oso pardo de Hokkaido, un estudio
con 4 osos adultos mostré valores maximos en abril y mayo (Tsubota & Kanagawa, 1989), pero
posteriormente Tomiyasu et al. (2018) describieron aumentos significativos en el periodo
delimitado entre abril y junio en la misma subespecie. Finalmente, en la poblacién de osos
pardos de Cabdrceno existen experiencias previas que han aportado informacién sobre la
evolucion de la concentracion de testosterona sérica (T) en los machos. Tras un analisis
preliminar (Gomes-Alves et al., 2011) con tamafio muestral muy bajo (N = 6 ), un posterior
estudio de Anel-Ldpez et al. (2017b) incluyeron un tamano muestral mucho mayor y un analisis
por quincenas. Los machos de oso pardo del Parque de la Naturaleza de Cabarceno mostraron

mayores niveles de testosterona en los meses de abril y mayo.

Variaciones anuales en el cortisol

Por otro lado, el cortisol se constituye habitualmente como el principal glucocorticoide

mediador en la respuesta del eje hipotalamo-hipofisario-adrenal en mamiferos. La funcién del
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eje hipotalamo-hipofisario-adrenal es activarse ante la presencia de un estimulo estresante para
el animal, iniciando una cascada neuroendocrina que culmina con la liberacién de
glucocorticoides por parte de la corteza adrenal, los cuales proporcionan al animal los recursos
necesarios para generar una respuesta adaptativa a dicho agente estresante. Se trata de una
respuesta evolutiva fundamental para hacer frente a cambios en el ambiente; sin embargo, la
extensién en el tiempo de elevados niveles de glucocorticoides circulantes puede suponer
importantes efectos perjudiciales a nivel fisiolégico caracterizados por disminuciones en el
crecimiento, en la funcién reproductiva e inmunosupresion. Por ello, el analisis de los niveles de
cortisol ha sido tradicionalmente usado como uno de los métodos para evaluar el nivel de estrés
y bienestar animal. Las muestras bioldgicas utilizadas para tal fin en mamiferos han sido mas
frecuentemente los componentes sanguineos suero y plasma, la orina, heces o saliva, pero en
los ultimos afios comienza a cobrar importancia el uso del pelo como sustrato indicador de los
niveles del cortisol ya que constituye un medio a priori no influenciado por variaciones agudas
en los niveles de estrés. Ademas de los niveles de estrés, otros factores han sido demostrados
como modulantes de las concentraciones del cortisol en el oso pardo en diferentes muestras
bioldgicas, tales como: el momento del dia (Ware et al., 2013), el método de captura (Lindsjo,
2010; Macbeth et al.,, 2010), el método de muestreo (Macbeth et al., 2010) o factores
nutricionales (Bryan et al., 2013; Bryan et al., 2014). En guepardos, incluso, se ha observado un
aumento de cortisol asociado al uso de técnicas de electroeyaculacion (Wildt et al., 1984). Una
posible relacion del cortisol con la regidn geografica, la densidad poblacional, edad o sexo han
sido rechazadas en el oso pardo (Bryan et al., 2013; Graesli et al., 2014; Lindsjo, 2010; Macbeth
et al.,, 2010). Sin embargo, se ha descrito una correlacion del cortisol con las hormonas
esteroideas testosterona, progesterona y estradiol medidas en pelo (Cattet et al., 2017). La
época del afio es un factor para el que se han obtenido distintos resultados. Inicialmente, como
especie hibernante cabria esperar un aumento de los glucocorticoides previo al letargo invernal
(Hissa et al., 1998a). Sin embargo, Lindsjé (2010) no encontré diferencias entre marzo y
noviembre, de la misma forma que Graesli et al. (2015) tampoco lo hicieron entre febreroy junio
en osos subadultos. Ware et al. (2013), por su parte, no identificaron ningun efecto de la
estacionalidad en machos, pero si en hembras. Finalmente, Von Der Ohe et al. (2004) sefialaron
diferencias entre junio y septiembre en la concentracion de cortisol dependientes del tipo de
dieta. En otros ursidos, no obstante, es mas comun que se identifiquen patrones de variaciones
anuales en el cortisol (Harlow et al., 1990; Hellgren et al., 1993; Kersey et al., 2010; MacDonald
et al., 2006; Owen et al., 2005; Palumbo et al., 1983). La mayoria de ellos coincide en sefialar
bajos niveles durante el verano, tanto en oso negro americano (Harlow et al., 1990; Hellgren et

al., 1993; Palumbo et al., 1983) como en oso panda (MacDonald et al., 2006; Owen et al., 2005).
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Variaciones anuales en el hemograma

Las variaciones de la composicién celular de la sangre durante el periodo activo se encuentran
mucho menos estudiadas que aquellas que comparan entre osos pardos activos y durante su
letargo invernal. No obstante, se han descrito significativamente mayores valores de
hematocrito (Graesli et al., 2015; Pearson & Halloran, 1972), hemoglobina (Graesli et al., 2015) y
concentracién de eritrocitos (Pearson & Halloran, 1972) durante la primavera en comparacion
con el verano. En el otofio, cuando la viscosidad de la sangre parece ser mayor que en primavera
(Halikas & Bowers, 1972), el hematocrito (Hissa et al., 1994), concentracién de gldbulos rojos
(Hissa et al., 1994; Pearson & Halloran, 1972) y hemoglobina (Pearson & Halloran, 1972) tienden
aumentar en un pequeiio niumero de animales muestreados, pero estudios con un mayor
tamafio muestral serian necesarios para corroborarlo. Hellgren et al. (1989) realizaron un
analisis mds extenso en 0so negro americano, en el que, dividiendo el afio natural en 6 periodos
diferentes, se encontraron variaciones para los tres pardmetros, con los valores minimos para
machos entre junio y el 19 de agosto, y los mayores entre mediados de noviembre y mediados
de enero. En cuanto a la concentracién plaquetas en sangre, existen escasas referencias al
respecto: Hissa et al. (1994) afirmaron no encontrar tendencias marcadas estudiando 6 0sos
subadultos y un adulto, y Arinell et al. (2018), también en subadultos, analizaron sélo diferencias
con el periodo hibernatorio, en el cual se describié una trombocitopenia estadisticamente

significativa.

Durante la fase activa del ciclo anual, la concentracién en sangre de células sanguineas de la
serie blanca también experimenta variaciones en los Ursidos. Existe evidencia de mayores
recuentos totales de glébulos blancos desde la primavera al otofio en oso pardo americano
(Pearson & Halloran, 1972) y oso negro americano (Seal et al., 1967). Mientras que Seal et al.
(1967) sélo compararon datos de abril y de noviembre, Pearson & Halloran (1972) incluyeron
muestras desde abril hasta octubre, describiendo ademds una leucocitosis de tipo neutrofilico
con desviacién a la izquierda durante el verano. Karjalainen et al. (1995), por su parte, se
centraron en describir posibles cambios en los glébulos blancos mononucleares, de forma que
no se encontraron variaciones anuales en los linfocitos ni en los monocitos durante la fase activa
en el oso pardo. Sin embargo, Kusak et al. (2005), utilizando un tamafio muestral mucho mayor,
describieron recuentos de linfocitos mayores durante el verano y otofio en comparacién con la

primavera y verano.

Variaciones anuales en la bioquimica sanguinea

El metabolismo proteico, lipidico y de los hidratos de carbono refleja también las variaciones

anuales en las funciones bioldgicas del oso pardo. Esto reviste una especial importancia en una
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especie con reproduccién estacional como el oso pardo ya que se ha demostrado que, en los
machos, diversos pardmetros bioquimicos juegan un papel potencialmente crucial para la
reproduccion, participando en la produccidon de hormonas sexuales o en diversos aspectos de la

espermatogénesis (Akpovi et al., 2015).

Historicamente, la fisiologia de los compuestos nitrogenados durante la hibernacion,
especialmente la urea y la creatinina, ha despertado un gran interés cientifico orientado a la
comprension, en ausencia de expulsién de orina ni heces, del mantenimiento de la masa
muscular y el equilibrio de los productos nitrogenados generados catabdlicamente durante el
letargo invernal. Varios autores han detectado también cambios intraanuales en otros
compuestos como la haptoglobina (Mominoki et al., 2005) o distintos aminoacidos (Hissa et al.,
1998b; Stenvinkel et al., 2013). Las diferencias en el nivel de proteinas totales, como marcador
del metabolismo proteico, han sido estudiadas también durante la fase activa, con distintos
resultados. Por un lado, Graesli et al. (2015) encontraron niveles estadisticamente mayores
durante febrero y marzo comparados con los obtenidos entre abril y junio, y Schroeder (1987)
encontré que, en oso negro, existian diferencias anuales con maximos en primavera. Sin
embargo, otros estudios no detectaron diferencias (Halloran & Pearson, 1972; Hissa et al., 1994).
Algunos de los factores que se pueden relacionar con cambios séricos en el nivel de proteinas
son la deshidratacién, el ayuno prolongado o la condicidn corporal. A este respecto, en oso polar
se ha descrito que los valores sanguineos de proteinas totales son mayores en individuos obesos

(Tryland et al., 2002).

Los compuestos lipidicos también han sido objeto de una especial atencién por su papel en el
metabolismo energético y mantenimiento de la homeostasis durante el invierno. Esta
generalmente aceptado que existen aumentos de lipidos y de colesterol durante la hibernacién
tanto en oso pardo como negro americano (Arinell et al., 2012; Chauhan et al., 2002; Graesli et
al., 2015; Hellgren, 1995; Sommer et al., 2016; Stenvinkel et al., 2013). Incluso en el oso bezudo,
que no experimenta torpor invernal, los valores de colesterol son mayores en invierno
(Shanmugam et al., 2011). Las referencias a diferencias en los niveles de colesterol durante la
fase activa son muy escasas, a pesar de ser necesario en los machos para la espermatogénesis
por su participacién en la produccion de testosterona y en el desarrollo de los espermatozoides.
En oso pardo, tan sdlo encontramos que Graesli et al. (2015) compararon el colesterol sanguineo
entre la primavera y el verano, sin encontrar diferencias significativas. En la ardilla terrestre,
especie hibernante en la que los niveles de colesterol también se incrementan durante el
invierno, el colesterol sanguineo ha resultado ser del mismo modo similar en primavera y

verano, mostrando una tendencia a aumentar durante el otofio (Otis et al., 2011).
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La glucosa también ha demostrado previamente ser un elemento con gran variabilidad anual en
la sangre del oso pardo, al menos cuando se comparan valores de 0sos activos y en fase de
hibernacidon (Evans et al., 2012; Stenvinkel et al., 2013). Se trata de un parametro que
potencialmente puede verse afectado por numerosos factores, entre los que se encuentran,
ademads del momento del afio: la edad, la dieta, las condiciones ambientales y el manejo, los
ritmos circadianos, el estrés, el nivel de actividad fisica o incluso el momento de la anestesia. El
efecto de este ultimo factor se encuentra bien documentado en oso pardo europeo, donde se
ha demostrado que los niveles de glucosa son menores al comienzo del evento anestésico en
anestesias en las que se utilizan tiletamina, zolacepam y medetomidina como agentes
inductores (Evans et al., 2012; Fahlman et al., 2011). En oso negro, los niveles de glucosa han
sido correlacionados positivamente con el peso corporal (Schroeder, 1987). La influencia de la
reproduccion en los niveles de glucosa en sangre no se encuentra bien documentada y podria
variar entre especies, en funcidon de numerosos factores intrinsecos, asi como de los cambios en
el metabolismo y en la homeostasis endocrina asociados a la actividad reproductiva. De esta
forma, seria posible que se viese incrementada durante la época reproductiva, al corresponder
con un momento de elevada demanda metabdlica y actividad fisica. En el oso pardo, las
referencias a variaciones en los niveles de glucosa durante la fase activa son muy limitadas.
Encontramos Unicamente la descripcién de un aumento significativo de glucosa en el verano con
respecto a la primavera en oso pardo americano (Halloran & Pearson, 1972), pero, por el
contrario, Graesli et al. (2015) refirieron valores mayores durante el invierno y la primavera con
respecto al verano en subadultos de la subespecie europea. Insulina y glucagén, principales
hormonas responsables del metabolismo glucidico, no tuvieron diferencias estacionales en osos
negros muestreados en el verano, el otofio y la hibernacién, aunque los valores maximos

sucedieron en el otofio (Palumbo et al., 1983).

En resumen, los conocimientos acerca de la repercusién del ritmo bioldgico anual del oso pardo
en su fisiologia son hasta ahora dispersos y fundamentalmente concentrados en la comparacion
de la hibernacion con la fase activa. Sin embargo, la influencia de la funcién reproductiva
también conlleva importantes variaciones en numerosos aspectos etoldgicos, fisicos y
metabdlicos. Su identificacidn es clave para describir la estacionalidad reproductiva en la especie
desde un punto de vista integrado y aplicado al disefio de estrategias de conservacién y
utilizacidon de gametos gracias al desarrollo de bancos de germoplasma. Para hacer frente a este
reto, es necesaria la realizacion de futuros estudios por sexo y edad, ya que tales factores han
demostrado ser una fuente de variacidon en una importante parte de los parametros estudiados

hasta el momento.
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3.2.3. Calidad seminal

Un banco de recursos genéticos para el oso pardo

Los bancos de germoplasma suponen una herramienta de incalculable valor ante la pérdida de
diversidad genética que experimentan especies como el oso pardo, pero existen dificultades
metodolégicas para su creacidén y para el uso de sus recursos en técnicas de reproduccion
asistida derivados principalmente de la necesidad de protocolos adaptados a las
particularidades de cada especie (Fickel et al., 2007). La inseminacidn artificial en el oso pardo,
en concreto, necesita la comprensidn previa de la fisiologia sexual en el macho, la calidad
espermatica, los métodos de preservacion seminal, asi como otros aspectos del ciclo sexual en
la hembra y de los protocolos de inseminacién (Anel et al., 2008). Respecto a las caracteristicas
seminales, en los ultimos afios se han dedicado grandes esfuerzos a la optimizacién de la
criopreservacion espermatica en el oso pardo, sin embargo, aun hoy son muy escasos los
conocimientos acerca de los factores que determinan la calidad de su producciéon seminal. Su
comprension, ademas de arrojar luz acerca de los factores que afectan al éxito reproductivo de
la monta natural, servird para elegir, siempre que sea posible, candidatos y momentos
apropiados para la obtencién de material seminal con destino a ser preservado en bancos de
recursos genéticos y, cuando esta eleccidén no sea factible, permitird predecir la calidad de los

gametos obtenidos de osos anestesiados por diferentes causas.

El primer paso a la hora de almacenar células germinales masculinas es su obtencién. Existen
dos fuentes principales de gametos masculinos para la creacion de bancos de recursos
genéticos: espermatozoides de origen epididimario y eyaculados. La posibilidad de obtener
espermatozoides del epididimo resulta una opcién de inestimable valor debido a su aplicacién
post-mortem y por tanto a que significa poder tener acceso a la genética de individuos de
especial interés cuya vida reproductiva ha llegado a su fin (muerte, discapacidad fisica, etc..).
Por ello, se han realizado varios ensayos sobre congelacion de espermatozoides de origen
epididimario obtenidos post-mortem de un oso pardo autéctono de la poblacién cantdbrica
(Anel et al., 1999; Anel et al., 2011). La técnica de eleccién para la obtencidn de espermatozoides
en animales silvestres in vivo es la electroeyaculacién. Tras unas primeras experiencias utilizando
la electroeyaculacion en oso pardo de la subespecie Hokkaido (Ursus arctos yesoensis) (Ishikawa
et al., 1998; Ishikawa et al., 2002) y el caso anecddtico de una Unica extraccién seminal en un
zoo europeo (Knauf et al., 2002), el grupo de investigacion Itra-ULE de la Universidad de Ledn
ha liderado un extenso proyecto de investigacion utilizando osos pardos del Parque de la
Naturaleza de Cabarceno y espermatozoides epididimarios procedentes de la poblacion

autdctona de la Cordillera Cantabrica. La numerosa informacién generada al respecto configura
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al oso pardo como modelo para otras especies de 0sos o incluso carnivoros en la preservacion
de gametos masculinos. Inicialmente, los principales problemas identificados respecto a
muestras en fresco obtenidas mediante electroeyaculacién fueron aspectos relacionados con la
anestesia, la urospermia, la espermaglutinacidn y la estacionalidad (Anel et al., 2008). El elevado
valor bioldgico de las células a obtener demandaba la optimizacion de los protocolos con el fin
de mejorar las caracteristicas de las muestras en estos aspectos, y en consecuencia mejorar
también las caracteristicas del semen posteriormente descongelado. En primer lugar, se llevé a
cabo la adaptacién del protocolo anestésico y de electroeyaculacién, incluyendo una
cateterizacion vesical y la recoleccion fraccionada de los eyaculados para minimizar la
contaminacién con orina, asi como el uso de diluyentes que redujeron el fendmeno de
aglutinacion espermatica (Anel et al., 2008). El efecto de la estacionalidad, por su parte, fue
controlado en posteriores estudios con la restriccion del momento de muestreo a la épocaenla
gue los osos exhiben comportamiento sexual; sin embargo, hasta la fecha son escasos los
estudios relativos a los posibles cambios en las caracteristicas seminales dentro de dicha época

reproductiva.

El protocolo de criopreservacion para los eyaculados de oso pardo procedentes de

electroeyaculaciéon, ha experimentado numerosas mejoras que incluyen la optimizacion:

e de la composicién del diluyente, mediante el uso de distintos medios de congelacidn
(Anel et al., 2010; Gomes-Alves et al., 2014a; Nicolas et al., 2011), mediante el uso de
aditivos, como antioxidantes (Alvarez-Rodriguez et al., 2013b) y proteinas de estrés
térmico (Alvarez-Rodriguez et al., 2013a); o de la optimizacién del protocolo de adicion

del crioprotector glicerol (Alvarez-Rodriguez et al., 2011; de Paz et al., 2012)

e del protocolo de centrifugacion (Alvarez-Rodriguez et al., 2016; Anel-Lépez et al., 2017a;

Nicolas et al., 2012a; Nicolas et al., 2012b)

e de los protocolos térmicos de congelacién (Lopez-Urueiia et al., 2014a; Lopez-Uruena

et al., 2014b)

e del uso de técnicas para la recuperacién de espermatozoides en muestras urospérmicas

(Gomes-Alves et al., 2014b), y

e del método de criopreservacion para adaptarlo a la aplicacién diferida en el tiempo de
técnicas de mejora espermatica (por ejemplo sex-sorting), mediante la utilizacién de la
recongelacién (Alvarez-Rodriguez et al., 2013c) o de almacenamiento precongelacién a

largo plazo de los eyaculados (Lopez-Urueiia et al., 2016; Lépez-Urueiia et al., 2015).
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Las mejoras obtenidas se centran en preservar gametos masculinos en las condiciones mas
favorables para su conservacién y posterior utilizacion, desde la perspectiva del elevado valor
biolégico de las muestras. Sin embargo, se han publicado escasos datos sobre las caracteristicas
del semen en fresco y sus factores de variacidn, los cuales son la base para realizar de forma
precisa el disefio experimental de donaciones programadas que permita obtener la materia

prima de mayor calidad para los bancos de recursos genéticos.

Los datos inicialmente aportados para oso pardo de Hokkaido sobre eyaculados frescos de oso
pardo procedentes de electroeyaculacidn indicaban los siguientes valores (media + SEM):
volumen (2,7 + 2,6 ml), concentracidén espermatica (471,6 + 429,2 x 10° espermatozoides/mL),
pH (7,4 + 0,3), porcentaje de espermatozoides mdviles (80,2 * 23,6 %), porcertaje de
espermatozoides vivos (89,7 + 5,3 %), y porcentaje de formas pleomérficas (21,8 + 11,7 %)
(Ishikawa et al., 1998). Sin embargo, en este estudio preliminar ya se apuntaba a una
considerable variacién individual en las caracteristicas seminales que merecia ser objeto de
estudio. En trabajos realizados en el Parque de la Naturaleza de Cabdrceno, se han completado
los analisis realizados en semen fresco de 0so pardo con técnicas avanzadas como la citometria
de flujo y el andlisis computerizado de la movilidad espermatica, ofreciendo de esta manera una
informacidon mas precisa sobre la fisiologia espermatica y el potencial de los eyaculados para la
fecundacién. De entre estos estudios, Alvarez et al. (2012) presentaron, sobre un mayor tamafio
muestral (N = 131), valores en el eyaculado para, entre otros, los siguientes parametros:
volumen (2,1 + 0,1 mL), concentracién (228,9 + 24,9 espermatozoides x 10%/mL), pH (8,2 +0,3),
osmolalidad (294,4 + 2,6 mOsm/kg), espermatozoides mdviles totales (Ml) (74,1 = 1,7 %),
espermatozoides con movimiento progresivo (MP) (42,7 + 1,8 %), velocidad media (VAP) (99,8
+ 2,7 um/s), espermatozoides con cromosomas dafiados (dACRO (PNA+)) (3,7 £ 0,5 %), y
espermatozoides viables (VIAB) (74 + 13,7 %). También han sido objeto de analisis en el semen
fresco la morfologia de la cabeza de los espermatozoides de oso pardo (Alvarez et al., 2008), |a
condensacién de su cromatina (Alvarez et al., 2008; Garcia-Macias et al., 2006), y la composicidn

de su plasma seminal (Alvarez et al., 2012; Anel-Lépez et al., 2017b).

No obstante, no existen estudios sobre el andlisis de los factores determinantes de las
diferencias individuales en las caracteristicas del semen, aspecto clave para comprender el éxito
reproductivo de cada individuo y por tanto su aportaciéon a la dindmica evolutiva de la especie,
asi como para estandarizar los protocolos de actuacion (por ejemplo, la planificacion de la

recogida de eyaculados) en el ambito de los bancos de recursos genéticos.
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Calidad seminal y éxito reproductivo

Aunque su papel en la posibilidad de que se produzca la fecundacién es innegable, las
caracteristicas del semen, que en ultima instancia modularan la calidad espermatica y seminal,
no son el Unico factor determinante del éxito reproductivo. En términos generales, en la
reproduccion sexual el éxito reproductivo implica tres niveles de seleccién sexual (Birkhead &
Pizzari, 2002): una seleccidn sexual anterior a la cépula (fundamentalmente competicién entre
machos y eleccion de pareja sexual por parte de la hembra), una seleccidn sexual posterior a la
copula y anterior a la fertilizaciéon (competicidon espermatica) y una seleccién sexual posterior a
la fecundacién (aspectos relacionados con la respuesta de la hembra e infanticidio dirigido

sexualmente).

En el oso pardo, especie caracterizada por ser poligama para ambos sexos, no haber sido objeto
de estudios de fertilidad in vivo, y mostrar comportamiento de infanticidio y complejos
mecanismos fisioldgicos en las hembras, el peso especifico de cada uno de los tres niveles de
seleccion sexual en el éxito reproductivo de los machos resulta dificil de determinar y adin debe
ser intensamente analizado. Sin embargo, aunque no comprendemos totalmente sus
determinantes, si disponemos de datos sobre los resultados de éxito reproductivo de machos
en forma de numerosos estudios de parentesco (Bellemain et al., 2006b; Craighead et al., 1995b;
Cronin et al., 2005; De Barba et al., 2010; Kuduk et al., 2014; Morehouse et al., 2021; Palazon et
al., 2012; Shimozuru et al., 2020; Zedrosser et al., 2007). Podemos, por tanto, usar en este caso
el éxito reproductivo individual como medida global de la seleccién sexual a todos sus niveles.
Para los machos de oso pardo, al contrario que en especies con sistemas reproductivos
mondgamos, las diferencias entre el nimero de crias engendradas pueden ser muy elevadas de
un individuo a otro y mayores que para las hembras. La evaluacion de la aportacion de cada
macho a la genética de las poblaciones futuras es de vital importancia para la dinamica
poblacional e incluso para orientar futuros proyectos de reintroduccidn en poblaciones
gravemente amenazadas. Un éxito reproductivo individual sesgado hacia ciertos individuos ha
sido descrito con relativa frecuencia pero generalmente en poblaciones con un bajo nimero de
machos (Cronin et al., 2005; De Barba et al., 2010; Palazdn et al., 2012; Zedrosser et al., 2007),
mientras que otros autores describen que el nimero de oseznos por individuo se distribuye de
forma mas o menos equitativa (Craighead et al., 1995b; Shimozuru et al., 2020). Estos reportes
existentes acerca de ciertas formas de monopolio sexual cobran una especial relevancia ya que
afectan a poblaciones amenazadas como la de los Pirineos (Palazdn et al., 2012), los Alpes (De
Barba et al., 2010), o la regién de Prudhoe Bay en Alaska (Cronin et al., 2005). Cronin et al. (2005)

asignaron paternidad de 40 machos a 13 oseznos, siendo un Unico macho el padre de 8 de los
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oseznos (62 %). En el norte de Italia, un Unico macho fue el padre de todos los oseznos nacidos
durante 4 afios, aunque debe puntualizarse que sdélo existia otro macho en el area cuya edad
fue entre 3 y 6 afios durante ese periodo (De Barba et al., 2010). En los Pirineos, el 75 % de los
oseznos producidos en 15 afios fueron engendrados por el mismo macho, a pesar de la presencia
de, como minimo, otros dos machos adultos (Palazén et al., 2012). Aunque las caracteristicas
demograficas de tales poblaciones deben ser tenidas en consideracién, las causas del elevado
éxito reproductivo de individuos concretos merecen ser estudiadas en profundidad debido a sus

implicaciones ecoldgicas a nivel poblacional.

La edad es un factor habitualmente analizado en relacidn al éxito reproductivo de los machos,
siendo osos de edad intermedia (9-18 afios para Craighead et al. (1995b) y 10-14 afos para
Shimozuru et al. (2020)) los que mas probabilidades tienen de ser padres. Incluso, en 0sos
escandinavos se ha podido demostrar que los individuos que consiguen reproducirse tienen
mayor edad que aquellos que no lo consiguen (Bellemain et al., 2006b; Zedrosser et al., 2007).
Para osos polares, un rango similar de edad parece ser indicativo de superioridad reproductiva
en machos, concretamente entre 11 y 17 afios (Richardson et al., 2020). Al igual que sucede en
0so polar, un mayor tamafio corporal también se asocia al éxito reproductivo en oso pardo
escandinavo (Bellemain et al., 2006b; Zedrosser et al., 2007), poblacién en la cual a su vez edad
y tamafio corporal se encuentran fuertemente correlacionados (Bellemain et al., 2006b). Otros
factores que han demostrado una relacién positiva con el éxito reproductivo en el oso pardo
macho han sido la frecuencia del comportamiento de marcaje (Morehouse et al., 2021) o la
densidad poblacional (Zedrosser et al., 2007). La existencia de una relacién de parentesco entre
el macho y la hembra no parece relacionarse con mayor o menor éxito reproductivo, mientras
que la distancia entre sus rangos de distribucion ejerce una influencia negativa (Bellemain et al.,
2006b). Diferentes resultados han sido obtenidos al estudiar distintas caracteristicas genéticas

del macho (Bellemain et al., 2006b; Kuduk et al., 2014; Zedrosser et al., 2007).

Factores pre-copulatorios del éxito reproductivo

Centrandonos en la seleccidon sexual anterior a la cdpula o pre-copulatoria, varios puntos de vista
deben ser tenidos en cuenta, comenzando por la competicién entre machos, y siguiendo por la

eleccién de pareja sexual, tanto por parte del macho como de la hembra.

La intensidad de la competencia entre machos desde el punto de vista pre-copulatorio, apoyada
por el manifiesto dimorfismo sexual propio de la especie, se ve reflejada en la existencia de
heridas frecuentes en los machos causadas por interacciones agresivas intraespecificas durante
la época reproductiva. Esta competicion se encuentra intimamente ligada a la estructura social

y a las relaciones de dominancia establecidas entre los machos. Hipotéticamente, el estatus
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social no sélo tendria la capacidad de influir en el acceso a un mayor nimero de hembras, sino
gue podria dar lugar a diferentes estrategias sexuales en funcién de la presencia de otros
machos y de la situacién concreta de cada individuo en el orden social en cuanto al acceso a las
hembras. En general, se asume un acceso preferente a las hembras por parte de los machos
dominantes de la poblacidn. Sin embargo, hasta la fecha ningln estudio ha establecido una
relacidn positiva entre el grado de dominancia individual, demostrada objetivamente, con el
acceso a las hembras en oso pardo. Las Unicas referencia al respecto corresponden con estudios
llevados a cabo en Yellowstone y en ellos no se encontrd una relacion positiva lineal entre la
frecuencia de monta y el estatus de dominancia (Craighead et al., 1995a; Hornocker, 1962).
Craighead et al. (1995a) compararon el comportamiento reproductivo en los 4 estratos sociales
definidos en su estudio para los machos, de manera que el éxito en el comportamiento de monta
resultd ser menor para el Ultimo estrato jerdrquico, es decir, los individuos del nivel mas
subordinado, mientras que éste alcanzé su maxima expresion en el tercer estrato, con
frecuencias de monta por encima de las exhibidas por los machos situados en la cuspide de la
piramide jerarquica. De la misma manera, Hornocker (1962) encontré que los individuos
dominantes no dominaron la reproduccidn, ya que existieron ratios de monta menores en los

dos machos mas dominantes con respecto al siguiente estrato jerarquico de la poblacion.

La falta de evidencia cientifica en la relacidon entre superioridad en los machos y nimero de
montas no excluye que estos individuos puedan tener un mayor éxito en otros aspectos pre-
copulatorios con posibilidad de influir en el éxito reproductivo. Las especiales caracteristicas del
celo de las hembras hacen que el momento del ciclo en el que se producen las montas pueda
tener una gran influencia sobre la probabilidad de fecundacién y por tanto de que un macho
produzca un mayor numero de crias. Asi, el acceso preferente de los machos a las hembras en
sus momentos mas fértiles podria ser un factor incluso mds importante que el nimero de
montas. En este sentido, encontramos la posibilidad de que los machos pudiesen monopolizar
a una hembra durante todo su ciclo o incluso detectar la cercania del momento de la ovulacion
de la osa y elegir el momento de copula en base a él. La defensa de hembras en celo durante
largos periodos de tiempo, en detrimento de la busqueda de otras companfieras sexuales, ha sido
mencionada en la literatura y avalaria esta teoria (Craighead et al., 1995a; Hamer & Herrero,
1990; Hornocker, 1962). De hecho, Hornocker (1962) afirmdé que sdélo los dos machos mas
dominantes de su poblacién exhibieron este tipo de comportamiento, y que ademas el macho
dominante, durante dos afios consecutivos, sélo se vio interesado sexualmente por una hembra
en cada época reproductiva. En consecuencia, los machos subordinados se verian obligados a

adaptar sus estrategias sexuales, de manera que obtendrian montas en momentos en los que
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otros individuos de escala jerarquica superior no se encontrasen defendiendo a las hembras,
como por ejemplo cuando estuviesen ocupados en interacciones agresivas o al final del ciclo
estral (Craighead et al.,, 1995a). Otros factores que pueden contribuir a que un macho
dominante tenga acceso a un mayor numero de hembras receptivas serian la densidad y

caracteristicas demograficas poblacionales, o la sincronia de los estros (Craighead et al., 1995a).

La eleccion de pareja sexual en cada momento de la época reproductiva podria asimismo ser
una estrategia reproductiva no sélo para los machos sino también para las hembras en el oso
pardo. En el Reino Animal, las preferencias de las hembras no tienen por qué coincidir con el
resultado de la competicidon entre machos, e incluso pueden ser contrarios (Qvarnstrom &
Forsgren, 1998). En nuestro caso, el hecho de que las hembras pudiesen evitar o facilitar el
comportamiento de cépula con ciertos machos en cada momento del ciclo, especialmente en
una especie con ovulacidn inducida, significaria que las hembras tendrian control sobre Ia
paternidad de sus camadas y por tanto esto implicaria cambios en la probabilidad de éxito
reproductivo en los machos. De hecho, el estudio llevado a cabo por Bellemain et al. (2006b)
aborda la importancia de la seleccidon de pareja sexual desde este punto de vista, ya que
interpreta los resultados de paternidad como un efecto de la seleccién pre-copulatoria por parte
de las hembras. Aunque la seleccidn de pareja sexual en ambos sexos es uno de los aspectos de
la biologia reproductiva del oso pardo mas desconocidos, resulta evidente que la superioridad
genética del padre de la camada implica ventajas en la supervivencia de los oseznos. La
compatibilidad genética entre ambos progenitores también ha sido debatida como factor

determinante a la hora de elegir pareja sexual en el oso pardo (Kuduk et al., 2014).

Factores post-copulatorios del éxito reproductivo

Una vez se produce la cépula, otros factores entran en juego a la hora de determinar el
rendimiento reproductivo que tendra cada macho, reflejo del nimero de descendientes que
acumulara a lo largo de su vida y por tanto de su contribucion al futuro de la especie. En este
sentido, Bellemain et al. (2006b) ya describieron cdmo, incluso en machos probados como
sementales, la participacidon en una monta no siempre garantiza la produccién de uno o varios
oseznos. En especies en las que las hembras son promiscuas, como el oso pardo, esta fase
adquiere implicaciones bioldgicas significativas. Aunque el papel post-copulatorio de la hembra
puede una vez mas ser significativo, manifestado por la posibilidad tanto de influenciar el éxito
en la fertilizacion como de la existencia de seleccion sexual posterior a la fecundacién, estas
estrategias resultan complejas y de dificil estudio (Birkhead & Pizzari, 2002). Si nos centramos
nuevamente en la aportacién del sexo masculino, la competencia entre machos tras la monta

comprende principalmente la competicién espermatica y el infanticidio dirigido sexualmente
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(Steyaert et al., 2012). La competicidon espermatica adquiere una especial trascendencia debido
a las caracteristicas del sistema reproductivo del oso pardo, especie caracterizada por su
promiscuidad, por una ovulacién inducida y por presentar significativos indices de paternidad
multiple. Ante la posibilidad de una intensa seleccién sexual pre-copulatoria en ambos sexos,
unas caracteristicas seminales que confiriesen superioridad en la competicién espermatica
significarian ventajas evidentes para los machos con menos oportunidades de acceso a las

hembras.

En especies como el oso pardo, en las que la inseminacidn artificial no se encuentra
debidamente desarrollada y estandarizada, el analisis de las caracteristicas seminales constituye
la alternativa para la evaluacién de la fertilidad masculina debido a la imposibilidad de realizar
estudios de fertilidad in vivo. No obstante, hasta la fecha no existe un Unico parametro seminal
marcador de fertilidad, y la mayoria de métodos de andlisis no han demostrado una fuerte
correlacién con la capacidad de fertilizacion (Gillan et al., 2005). Es por ello que, para poder
aproximarnos a comprender la fisiologia y funcionalidad de los gametos masculinos,
necesitamos el uso conjunto de biomarcadores seminales variados, no sélo en forma de
pardmetros mas tradicionales relacionados con la cuantificacion seminal y espermatica o con la
movilidad, sino también recurriendo a parametros que necesitan el uso de técnicas de
citometria de flujo las cuales se valen de marcadores fluorescentes para determinar aspectos

como la viabilidad, el estado acrosomal o la actividad mitocondrial (Martinez-Pastor et al., 2010).

Factores que influyen sobre las caracteristicas seminales

Actualmente, el concepto de calidad seminal se refiere a una serie de caracteristicas seminales
que se consideran indicadoras de una funcionalidad espermatica superior, como son mayores
indices de: ausencia de formas anormales, movilidad progresiva, viabilidad, funcionalidad de la
membrana, o capacidad de llevar a cabo unas adecuadas capacitacion y reaccién acrosomal
(Sabés-Alsina, 2016). En este sentido, también una mayor produccidn seminal y/o espermatica
se asocia con una mayor probabilidad de fecundacidn. Aunque los espermatozoides libres de
fluido seminal siguen siendo funcionales, el componente no celular del semen también participa
en diversos aspectos de los eventos previos a la fertilizacidn a través de su influencia en la
fisiologia espermatica y en la interaccién con el tracto genital femenino, y por tanto debe
considerarse como fuente de biomarcadores utiles en el estudio de la calidad seminal (Alvarez-

Rodriguez & Martinez-Pastor, 2021; Rodriguez-Martinez et al., 2021).
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La determinacién de los factores, tanto ambientales como enddgenos, con capacidad para
modular la calidad seminal es basica para comprender el éxito reproductivo, asi como para
conocer las condiciones mas favorables para la toma de muestras seminales. Dada la marcada
estacionalidad reproductiva del oso pardo, ésta podria ser considerada el factor exégeno de
mayor importancia en relacidn a la calidad seminal. Otros factores dependientes del individuo
que habitualmente se relacionan con cambios en las caracteristicas seminales son: la edad,

factores morfolégicos como el tamafio testicular, el perfil hormonal y el estatus social.

Calidad seminal y estacionalidad reproductiva

Como ya comentdbamos anteriormente, la estacionalidad reproductiva de los machos de oso
pardo se ve reflejada a través de cambios etoldgicos y fisioldgicos intensos, entre los que
encontramos variaciones ciclicas en el perfil de hormonas sexuales esteroideas y variaciones en
el patrén histoldgico de las génadas. Estas variaciones histolégicas han sido estudiadas en oso
grizzly y en oso pardo de Hokkaido, y resultan de gran utilidad ya que gracias a ellas ha sido
posible analizar la presencia de espermatozoides en testiculos y epididimos, y por tanto
caracterizar la evolucion de la espermatogénesis en distintos momentos del afio (Erickson et al.,
1968; Tsubota et al., 1997; Tsubota & Kanagawa, 1989; White et al., 2005). Tsubota et al. (1997)
también detectaron cambios en la localizacion de algunas enzimas esteroidogénicas testiculares.
Se ha descrito la existencia de espermatogénesis activa en tejido testicular de oso pardo varios
meses antes y varios meses después del inicio y final del comportamiento sexual, en concreto
desde febrero a septiembre en oso de Hokkaido (Tsubota & Kanagawa, 1989), asi como una
época de quiescencia durante los meses mas frios en la cual no se produce espermatogénesis
(Spady et al., 2007). Erickson et al. (1968), describieron espermatozoides en epididimo vy
conducto deferente en oso Kodiak entre el 2 de abril y el 10 de noviembre, y Ligot (2019)
encontrd espermatozoides en los tubulos seminiferos de machos de oso pardo europeo el 13 de
noviembre. En Cabarceno, ademas, el uso de la electroeyaculacién ha permitido obtener
espermatozoides in vivo también fuera de la época reproductiva en el oso pardo entre febrero

y octubre (Manrique-Revuelta et al., 2023).

Resulta razonable pensar por tanto que, ademds de la azoospermia propia de la época en la que
existe supresion de la espermatogénesis, los ciclos de regresion y recrudescencia del tejido
testicular también conllevasen cambios en las caracteristicas del semen. El estudio de estas
variaciones en otras especies de carnivoros silvestres asociadas a la estacionalidad reproductiva
ha arrojado resultados variados: por ejemplo, no se ha encontrado efecto de la estacionalidad
en tigre siberiano (Byers et al., 1990), pero si en el coyote (Minter & Deliberto, 2008) y en el

guepardo (Crosier et al., 2007). En el oso pardo, las variaciones estacionales han sido
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demostradas para la condensacidon de la cromatina espermatica: los espermatozoides con la
cromatina decondensada son mas frecuentes entre marzo y junio con respecto al resto del afio
(Garcia-Macias et al., 2006). Un efecto estacional puede considerarse también para la
composicion del plasma seminal, ya que existe un estudio que relaciona cambios en esta
composicion asociados a mayores niveles de T, los cuales fueron mayores en abril y mayo (Anel-
Lépez et al.,, 2017b). Sin embargo, los conocimientos acerca del efecto de la estacionalidad
reproductiva en otras caracteristicas del semen del oso pardo, especialmente dentro de la época
reproductiva, se encuentran aln muy escasamente estudiados, a pesar de sus importantes
implicaciones en la recogida de muestras seminales. Ademas, no debemos olvidar que, ante el
contexto de cambio climatico en el que nos encontramos, el estudio del efecto de las variaciones
intraanuales en el semen supone una herramienta de gran valor ante posibles alteraciones en
la funcién reproductiva debidas a cambios en las condiciones atmosféricas, alteraciones que ya
han podido ser demostradas en otro gran mamifero con el que comparte hdbitat, como es el

ciervo ibérico (Millan et al., 2022).

En otras especies de ursidos, disponemos de algunas referencias de interés al respecto. En el
trabajo de Okano et al. (2009) sobre el oso negro asiatico, por ejemplo, no se encontraron
diferencias significativas en los pardmetros seminales estudiados al dividir la época reproductiva
en dos periodos diferentes. Sin embargo, si describieron mayores indices de motilidad y
viabilidad, asi como menores porcentajes de cabezas sueltas en comparacién con el periodo
posterior a la época reproductiva. En oso panda, los primeros trabajos sugerian una mejor
calidad seminal en primavera (Moore et al., 1984). Aitken-Palmer et al. (2012) demostraron esta
relacion estudiando el efecto de la estacionalidad en 5 periodos distintos: época no
reproductiva, “pre-mating” y la época reproductiva dividida en 3 periodos. La época del afio no
influyd en el pH o indicadores de motilidad de los espermatozoides del oso panda, pero si en el
volumen del eyaculado, la concentracion y produccidn espermatica, los cuales fueron mayores
durante los tres periodos de la época reproductiva. Por su parte, el porcentaje de acrosomas
normales en el oso panda disminuyd desde el pico de actividad sexual al periodo siguiente, es

decir la época reproductiva tardia.

Calidad seminal y edad

La edad es otro de los factores que indiscutiblemente afecta a las caracteristicas seminales, ya
que los osos pardos generalmente son prepuberes hasta como minimo su tercer afio de edad
(White et al., 1998; Zedrosser et al., 2007) pero no todos los individuos comienzan la produccién
de espermatozoides al mismo tiempo. La edad mas frecuente de madurez sexual en machos

descrita para el oso grizzly es de 4,5 o 5,5 afios (Erickson et al., 1968; White et al., 1998).
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Centrandonos en individuos adultos, no se ha caracterizado una posible influencia de la edad en
las caracteristicas seminales de osos pardos reproductivamente funcionales y hasta la fecha no
existe evidencia de que exista una interrupcién de la espermatogénesis asociada a la edad, de
manera que los machos pueden tener descendencia a edades tan avanzadas como los 34 afios
(Shimozuru et al., 2020). Sin embargo, este reporte de casos de 0sos seniles con capacidad para
tener éxito reproductivo no descarta una merma en la calidad seminal asociada, que hasta la

fecha no ha sido evaluada.

Ante la falta de bibliografia en el oso pardo sobre diferencias en calidad de los eyaculados en
base a la edad, debemos recordar que existen estudios de parentesco que aportan informacion
sobre el éxito reproductivo de los machos y por tanto pueden resultar una fuente valiosa de
informacidn, siempre en base a una discusién sobre la influencia en los resultados de otros
niveles de seleccidn sexual distintos a la competicién espermatica. Estos estudios de parentesco
hablan de una correlacién entre edad y éxito reproductivo (Zedrosser et al., 2007), pero también
de mayores frecuencias de éxito reproductivo a edades intermedias, concretamente entre los 9
y 18 afios para Craighead et al. (1995b) y entre los 10 y 14 afos para Shimozuru et al. (2020). Los
resultados en osos jovenes son dispares, ya que mientras Craighead et al. (1995b) no
encontraron osos menores de 9 afios que hubieran tenido descendencia, Zedrosser et al. (2007)
describieron frecuentes camadas engendradas por machos de entre 3 y 8 afios en dos
poblaciones en la que los rangos de edad se encontraban desviadas hacia individuos jovenes. Es
importante puntualizar que los machos de oso pardo tienen un crecimiento lento y alcanzan un
mayor tamafio corporal, a menudo considerado como una ventaja en la competencia entre
machos previa a la cépula, a edades cercanas a los 14 afios de edad (Shimozuru et al., 2020). El
tamanfio testicular también se encuentra correlacionado con la edad y el peso corporal y sus
valores maximos suceden a edades intermedias, concretamente a los 8 - 10 afios (White et al.,
1998). En cualquier caso, es necesaria una investigacion al respecto para poder discernir cudl es
el efecto relativo de la edad o de otros factores relacionados con ella en las diferencias en el

éxito reproductivo atribuibles a variaciones en la calidad seminal.

Los efectos de la edad en la calidad seminal han sido estudiados en el hombre (Eskenazi et al.,
2003; Kidd et al., 2001) y en especies domésticas (Almquist et al., 1976; Corte Pause et al., 2022;
Dowsett & Knott, 1996; Martins-Bessa et al., 2021), pero aun existe una escasez importante de
informacidn al respecto para los animales silvestres. En la mayoria de especies se describen
aumentos de la produccidon seminal inmediatamente posteriores a la pubertad y descensos
asociados a la senescencia (Berndtson, 2014). En el ser humano, por ejemplo, incrementos en la

edad se asocian con disminuciones en el volumen seminal, la movilidad espermatica y las formas

57



Introduccion

espermaticas normales, pero no en la concentracién de espermatozoides del eyaculado
(Eskenazi et al., 2003; Kidd et al., 2001). En toros jovenes existen aumentos significativos
asociados a la edad en el volumen del eyaculado, la concentracién, produccién y movilidad
espermaticas (Almquist et al., 1976; Corte Pause et al., 2022), mientras que en équidos se sabe
que la concentracidn y produccion espermatica del semen fresco disminuyen con la edad
(Dowsett & Knott, 1996; Martins-Bessa et al., 2021). En carnivoros silvestres, por su parte,
encontramos que, en muestras procedentes de electroeyaculacién, Curren et al. (2013) no
detectaron diferencias significativas en la calidad los eyaculados de machos de hiena
inmigrantes, mientras que, por el contrario, Crosier et al. (2007) si identificaron ligeras
variaciones en las caracteristicas de los eyaculados en guepardos. En el guepardo, existen
aumentos en el volumen seminal y movilidad espermatica entre individuos juveniles e individuos
mayores de dos afios, pero si descartamos a los individuos juveniles y comparamos sélo
individuos de entre 2 - 10 afios con aquellos de mas de 10 aiios de edad sdlo existen diferencias
en la concentracidén de espermatozoides morfolégicamente normales (Crosier et al., 2007). En
otros ursidos, estudios similares han tenido como protagonista al oso panda. Aitken-Palmer
(2010) afirmoé que no se detectaron diferencias asociadas a la edad en la concentracion,
produccién ni movilidad espermatica, ni en la integridad acrosomal o en la concentracién de
espermatozoides con morfologia normal. En su lugar, tan sélo describieron diferencias para

algunos tipos de anormalidades morfoldgicas en los espermatozoides, asi como para el pH.

Calidad seminal y tamafio testicular

Como menciondbamos anteriormente, la edad se encuentra en intima relaciéon con algunas
caracteristicas morfolégicas como el tamafio corporal (Shimozuru et al., 2020; White et al.,,
1998) o testicular (White et al., 1998). La expresidon de estos parametros a su vez puede ser
reflejo de una superioridad genética, pero también de la influencia de factores ambientales
como la época del aio o el estado sanitario y hormonal de cada individuo. Una posible relacién

entre indicadores morfométricos y la calidad seminal no ha sido aun estudiada en el oso pardo.

Los estudios de parentesco realizados en oso pardo han encontrado una asociacion entre éxito
reproductivo y tamafio corporal en los machos (Zedrosser et al., 2007), pero no existen
referencias similares en cuanto al tamafio testicular. No obstante, indicios de una correlacién
positiva entre ambos indicadores morfoldgicos (Erickson et al., 1968) hacen sospechar de que
mayores medidas testiculares pudiesen indicar también una mayor probabilidad de tener
descendencia. Debemos tener en cuenta sin embargo que el tamafio corporal es considerado
una ventaja en los enfrentamientos entre machos y por tanto en la competicidn por las hembras,

por lo cual los resultados de mayor éxito reproductivo asociados a mayor tamafio corporal
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podrian ser explicados en mayor medida por factores pre-copulatorios en detrimento de una
posible superior calidad seminal. El tamafiio testicular, sin embargo, es una caracteristica de
influencia desconocida en la seleccidn sexual de tipo pre-copulatorio, pero que por su funcion
de produccion de gametos y hormonas podria estar relacionado con distintos aspectos de la

produccién seminal.

Una relacién del volumen testicular con la calidad seminal ha sido descrita en un importante
numero de especies. En el caballo, la edad es una de las causas de disminucién de fertilidad en
sementales, y ésta conlleva disminuciones en el volumen testicular y en pardmetros
relacionados con la calidad seminal como la produccién de espermatozoides morfoldgicamente
normales o la motilidad progresiva. Estos cambios pueden resultar pronunciados antes de que
laintegridad del ADN resulte severamente comprometida (Blanchard et al., 2013). La correlacion
entre aumentos de masa testicular y de produccion de espermatozoides ha recibido una especial
atencion en especies domésticas (Berndtson, 2014). También ha sido demostrada en roedores,
donde comparando distintas especies del género Mus spp. se ha descrito que aquellas con
mayores indices de masa testicular tienen una mayor produccién espermatica en relacién a su
tamafio corporal (Gomendio et al.,, 2006). Estudios en ungulados silvestres van mas alld y
describen cdmo el nimero de espermatozoides producidos no sélo aumenta con el tamafio de
los testiculos de forma generalizada, sino también en relacién a los gametos producidos por
cada gramo de tejido testicular (Almeida et al., 2006; Blottner et al., 1996). En carnivoros
silvestres, por su parte, encontramos que en hienas existe una relacién positiva
estadisticamente significativa entre el volumen testicular y el volumen total del eyaculado, pero
no con el nimero total de espermatozoides producidos (Curren et al., 2013). Finalmente, el
estudio de la fertilidad en un Unico individuo de oso panda determind que la falta de éxito en la
obtencidn de muestra seminal mediante electroeyaculacién se encontraba asociada a un
descenso estacional del tamafio testicular pero, en los casos en los que se recogia un eyaculado,
Moore et al. (1984) no analizaron una posible influencia del volumen testicular en la calidad
seminal. También en oso panda, Aitken-Palmer et al. (2012) ofrecieron datos de volumen
testicular y de parametros seminales en los mismos individuos en funcién de la estacionalidad
reproductiva, pero de nuevo no realizaron un analisis acerca de la influencia del volumen
testicular en la calidad seminal. Sus datos no mostraron diferencias en el volumen testicular ni
en parametros de produccion seminal ni de movilidad espermatica durante la época

reproductiva pero si al comparar las épocas reproductiva y no reproductiva.
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Calidad seminal y testosterona

Por otro lado, debe prestarse también especial atencién al estatus endocrino del individuo
productor de semen. De hecho, la importancia del estatus hormonal para la produccién seminal
ya fue subrayada en los inicios del estudio de la espermatologia en el oso pardo, donde Ishikawa
et al. (1998) reclamaban estudios adicionales sobre el perfil endocrino debido a su potencial
para explicar las variaciones de las caracteristicas seminales. En concreto, los andrégenos
ejercen una accion indispensable para el inicio de la espermatogénesis en la pubertad, asi como
para la liberacién de los espermatozoides y la produccion del plasma seminal (Mann & Lutwak-
Mann, 1981; Walker, 2009), y por tanto también cabe esperar una profunda influencia de sus
niveles en la produccion de espermatozoides y otros componentes seminales en machos
reproductivamente funcionales. Sin embargo, en otras especies, la administracidén exdégena de
dosis elevadas de testosterona puede tener fuertes efectos depresores de la capacidad sexual,
asociados en caballos a disminuciones reversibles de las medidas testiculares, de la produccidn
de espermatozoides, o de los porcentajes de espermatozoides de morfologia normal y de
espermatozoides méviles (Squires et al., 1981). La concentracion de testosterona necesaria o
incluso dptima para la espermatogénesis en el oso pardo aun se desconoce, y la coexistencia de
produccidn espermatica con bajos niveles de testosterona por debajo de 1ng/mL en el oso pardo
de Hokkaido sugiere una regulaciéon neuroendocrina compleja en la que pueden estar implicadas

otras hormonas (Tsubota & Kanagawa, 1989).

En el oso pardo, el papel de indicadores de la funcién endocrina como la testosterona en los
estudios de parentesco aun esta pendiente de estudio. En su lugar, si se ha encontrado una
correlacién positiva, para ambos sexos, del éxito de monta y reproductivo con el
comportamiento de marcaje mediante frotamiento en arboles y otros objetos (Morehouse et
al., 2021). En los machos, a su vez, este comportamiento de marcaje parece estar influido por la
testosterona ya que las glandulas sebaceas implicadas poseen una regulacién androgénica
(Tomiyasu et al., 2018). Aunque no se tiene constancia de referencias en cuanto a una posible
influencia directa de la concentracion de testosterona y el éxito reproductivo en la especie, si
existe evidencia de su relacién con ciertas caracteristicas del eyaculado. Anel-Lépez et al.
(2017b) caracterizaron la composicién bioquimica del plasma seminal durante la época
reproductiva en la poblacion de osos de Cabdrceno, encontrando diferencias significativas entre
las muestras de eyaculado tomadas de animales con bajos niveles de Ty aquellas procedentes
de animales con T por encima de 5 ng/mL. Utilizando 48 muestras procedentes de 30 osos
sexualmente funcionales, este estudio demostrd que el plasma seminal de los individuos con

elevada T tenia mayores niveles de: lactato, de ién magnesio (Mg+) y de dos proteinas no
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identificadas, asi como menores concentraciones de la proteina “BSP1” y de la enzima lactato
deshidrogenasa en comparacidon con el plasma seminal de los eyaculados procedentes de
animales con baja T. Sin embargo, no se detectaron diferencias significativas en la osmolalidad,
el pH del plasma seminal, la motilidad espermatica total o progresiva, ni en el nimero de
espermatozoides entre las muestras de osos con baja y alta testosterona, y la concentracién de

testosterona sérica no presentd correlacién con la motilidad espermatica.

En otras especies encontramos que existe una relacién positiva entre testosterona y produccion
espermatica (ungulados silvestres como el corzo o el ciervo ibérico: Blottner et al., 1996; Malo
et al,, 2012). En el ciervo ibérico, la concentracién de testosterona tuvo un efecto positivo sobre
el porcentaje de espermatozoides con morfologia normal y con acrosomas intactos, pero no en
su velocidad (VSL) (Malo et al., 2012). En el coyote, el porcentaje de espermatozoides moviles,
viables y morfolégicamente normales estuvo positivamente correlacionado con la testosterona

sérica (Minter & Deliberto, 2008).

Calidad seminal y estatus social

Por ultimo, debemos considerar que los aspectos genéticos, neuroendocrinos vy
comportamentales implicados en las relaciones de dominancia conllevan un potencial efecto
sobre las caracteristicas seminales. De esta manera, el estatus social se ha visto traducido en
una produccién seminal de calidad superior o inferior segln la especie implicada (Montrose et
al., 2008). La dificultad de estudio de las relaciones sociales del oso pardo en su habitat ha
propiciado una falta total de informacidn al respecto, ya que hasta la fecha no existe ningtn
trabajo en la especie que combine el estudio objetivo del estatus social y de las caracteristicas
seminales en los mismos individuos. La combinacién de diferentes factores en una situacion
social concreta puede derivar en ventajas o desventajas en el acceso a las hembras, que ain no
se han demostrado en el oso pardo, pero que podrian derivar en el uso de distintas estrategias
pre-copulatorias, y/o post-copulatorias asociadas. Asi, la influencia de una hipotética situacién
preferente o desventajosa para las montas tendria la capacidad de alterar las caracteristicas
seminales a través de modificaciones en aspectos anteriores o posteriores a la cépula: por un
lado, mayores frecuencias de eyaculacion han demostrado tener efectos sobre la calidad
seminal en otros mamiferos como en el carnero y en el cerdo (lbrahim, 1997; Montes-Garrido
et al., 2022; Palacin-Martinez et al., 2022; Preston et al., 2001; Strzezek et al., 1995) vy, por el
otro, individuos que sufren un efecto desventajoso de la presion selectiva precopulatoria son
capaces de desarrollar estrategias alternativas orientadas hacia la mejora de sus opciones

durante la competicidn espermatica (Montrose et al., 2008).
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Una vez ma3s, los estudios de parentesco nos proporcionan una valiosa informacién acerca del
potencial reproductivo de los machos de oso pardo ante la ausencia de estudios
espermatolégicos que describan los factores individuales y ambientales modulantes de la
calidad seminal. Estos muestran, por ejemplo, cémo la interaccién de las hembras con machos
con elevado ratio de oseznos engendrados no siempre resulta en la produccién de descendencia
(Bellemain et al., 2006b). El efecto negativo de la competicidon espermatica deberia tenerse en
cuenta como posible explicacién a dicho fenémeno. Por otro lado, en el oso pardo encontramos
que el éxito reproductivo se asocia a caracteristicas indicadoras de superioridad fisica como un
mayor tamafio corporal (Bellemain et al., 2006b; Zedrosser et al., 2007), asi como a mayores
frecuencias de comportamiento de marcaje contra arboles u otros objetos, considerado
habitualmente como un método para comunicar estatus social (Morehouse et al., 2021). Se trata
de datos que sugieren una asociacidn entre éxito reproductivo y dominancia, la cual tendria
implicaciones de gran relevancia en la demografia poblacional, pero la evidencia de tal relacion
solo quedard demostrada a través de futuros estudios de paternidad en poblaciones con una
estructura social conocida a nivel de individuo. Una prolifica literatura al respecto demuestra
gue la mayoria de estudios en todos los grupos de especies del Reino Animal, incluyendo los
mamiferos, apoyan la hipétesis de una relacidn positiva entre dominancia y éxito reproductivo
(Ellis, 1995). Existen no obstante excepciones, como por ejemplo el caso de las hienas, especie
con una estructura social inusual, matriarcal y con baja frecuencia de agresiones entre machos,

donde ésto no ha podido ser demostrado (Engh et al., 2002).

Lo observado en otras especies demuestra gran variabilidad en la relaciéon de la posicién
jerdrquica no solo con el éxito reproductivo sino también con la calidad seminal. Ambas
posibilidades, es decir, tanto una relacidn positiva como negativa, han podido ser demostradas.
Una relacién positiva entre dominancia y calidad seminal se ha evidenciado en peces y en
roedores, mientras que las especies con una relacidon negativa incluyen tanto mamiferos como
aves, peces e insectos (Montrose et al., 2008; Thomas & Simmons, 2009). La adaptacion de las
caracteristicas del eyaculado en respuesta a cambios en su estatus social pueden ser rapidas,
como sucede en la trucha alpina (Rudolfsen et al., 2006), y otros aspectos sociales ademas de la
posicion jerdrquica tienen la capacidad de ejercer una accidn en este sentido. Asi, en
Dermogenys collettei, un pez que vive en grupo, los animales dominantes se caracterizan por
caracteristicas seminales superiores sélo en condiciones en las que suceden frecuentes
interacciones entre machos (Reuland et al., 2021). Finalmente, Curren et al. (2013) describieron
los determinantes de algunas caracteristicas seminales en los machos de hiena, un carnivoro

gue vive en grupos que aceptan machos no emparentados a los que se denomina “inmigrantes”.
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Los individuos inmigrantes mostraron una calidad superior en el eyaculado obtenido mediante
electroeyaculacién, pero esto no pudo ser demostrado para el rango social. Como ya
comentdbamos, se trata de una especie en la que tampoco existe una relacién clara entre

dominancia y éxito reproductivo.

En resumen, aspectos elementales de la biologia reproductiva del oso pardo aun necesitan ser
objeto de un estudio exhaustivo. En los machos se ha producido un importante esfuerzo
investigador orientado hacia la criopreservacidon de gametos, pero, hasta la fecha, no se han
publicado estudios sobre factores de variaciéon en los eyaculados frescos. Su estudio nos
permitiria optimizar la materia prima inicial destinada a la creacién de bancos de recursos
genéticos, bien a través de la eleccion de la época de muestreo y de los machos donantes, o bien
a través de la evaluacion predictiva de la calidad de la muestra. Incluso, seria de gran utilidad en
la eleccién de machos objeto de traslocacion entre poblaciones con fines reproductivos. Se trata
de una tarea compleja ya que implica la definicidn previa, para la misma poblacién de estudio,
de su jerarquia social y estacionalidad reproductiva e, idealmente, una misma poblacién deberia
ser objeto de analisis integral en los objetivos planteados. Sin embargo, como ya comentdbamos
anteriormente, la toma de datos en el oso pardo, tanto de manera no invasiva como invasiva,
conlleva multiples dificultades en el medio natural, muy dificilmente asumibles en el tipo de

disefo experimental necesario para la consecucidn de los objetivos planteados.

Ante esta encrucijada, la poblacion de osos del Parque de la Naturaleza de Cabarceno se
presenta como una alternativa ideal. Se trata de un grupo de osos en un ambiente controlado,
en un recinto cuya gran extension y caracteristicas permiten un modo de vida y comportamiento
lo mas cercano a la vida libre, siempre considerando las diferencias asociadas a la mayor
densidad de animales, a la suplementacién en la alimentacién, y a la existencia de contacto con
el ser humano en un area restringida del recinto. En el apéndice B pueden observarse varias
imagenes al respecto. La cautividad facilita el control sobre los osos, de manera que es posible
la observacion y anestesia para toma de muestras de un nimero suficiente de individuos y con
una frecuencia adecuada, incluso cuando se realiza bajo un sesgo por sexo y edad. De esta
manera, podemos limitar el estudio experimental a machos adultos bajo un mismo sistema de
manejo, reduciendo los factores de variacién con posibilidad de modular los pardmetros objeto
de analisis. Asi, el Parque de la Naturaleza de Cabarceno, como lugar de estudio, se erige como
una opcién con potencial para llegar a conclusiones inéditas acerca de las adaptaciones
morfoldgicas, etoldgicas y fisioldgicas que caracterizan a los machos de oso pardo, de
incalculable valor para definir aspectos aun desconocidos de la biologia reproductiva de la

especie e incluso, quizas, servir como modelo para otras especies de Ursidos.
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Objetivos

La presente tesis doctoral tiene como principal objetivo contribuir en la conservacidn del oso
pardo de la Cordillera Cantdbrica a través del conocimiento de su biologia reproductiva con el
fin de optimizar la aplicacidn de las técnicas de reproduccion asistida en el oso pardo y en

consecuencia incrementar la efectividad del banco de recursos genéticos de esta especie.
Para su desarrollo, se plantean los siguientes objetivos especificos:

1. Estudiar la organizacién social de los machos de oso pardo de una poblacion en

semilibertad y los posibles determinantes bioldgicos del estatus social en los machos.

2. Estudiar la ciclicidad anual de diversos aspectos etoldgicos (comportamiento
reproductivo, agonistico y de juego), morfolégicos (medidas morfométricas) y
fisiolégicos (perfiles hematoldgico y endocrino) de machos de oso pardo de una

poblacién en semilibertad.

3. Estudiar los factores de variacion de tipo ambiental (estacionalidad) e individual (edad,
volumen testicular, niveles de testosterona y estatus social) que influyen en las

caracteristicas espermaticas de oso pardo.
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Objectives

The main aim of this PhD dissertation is to contribute to the conservation of the Cantabrian

brown bear through the understanding of its reproductive biology, in order to optimize the

assisted reproductive techniques in the brown bear and, thus, increase the efficiency of the

genetic genome resource bank for the species.

The following specific goals have been established:

1. Studying the social organization of all the male brown bears in a population living under

3.

semi-free conditions and the possible biological determinants of social status in male

bears.

Studying the annual cyclicity of several ethological (sexual, agonistic and play
behaviour), morphological (morphometric measurements) and physiological
(hematological and endocrinological profiles) aspects of male brown bears in a

population living under semi-free conditions.

Studying the factors associated with environmental (seasonality) and individual-
dependent (age, testicular volume, testosterone levels and social status) variations on

brown bears’ spermatic traits.
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6.1. ANIMALES Y AREA DE ESTUDIO

Para este estudio se ha utilizado la poblacién de osos del Parque de la Naturaleza de Cabdrceno
(43°21' N, 3°50' W; altitud 143 metros sobre el nivel del mar), situado en Cantabria, Espafia. El
manejo llevado a cabo ha estado en todo momento conforme a la legislacién espafola (R.D.
223/1988, R.D. 1201/2005 y R.D. 53/2013) y de la Unién Europea (Directiva 86/609/CEE y
Directiva 2003/65/EC) acerca de la proteccidn de los animales utilizados para experimentacion
y otros fines cientificos. Todos los experimentos han sido aprobados por el Comité de Etica para
Experimentacion con Animales de la Universidad de Ledn, Espafia (Informes 03-02/2010 y #27-

2013).

Los osos pardos del Parque de la Naturaleza de Cabarceno habitan en régimen de semilibertad
en un recinto de 24ha (ArcGIS?) (Figura 1). La presencia de suelo vegetal, rocas, vegetacién
espontanea, cuevas y oseras cavadas por los mismos 0sos permiten un ambiente y un modo de
vida lo mas naturalizado posible. La orografia del recinto es en su mayoria abrupta y pueden
encontrarse dreas de pasto, asi como otras especies vegetales que también proporcionan

alimento complementario a los osos (higueras, zarzamoras, robles, fresas silvestres, etc.).

La exposicién de los animales a los visitantes del Parque estd limitada a un mirador que ocupa
277 metros del perimetro del mismo (Figura 1). Durante el periodo de estudio, el contacto con
los cuidadores estuvo restringido al momento de la administracién de alimento (carne, pan,
frutas y verduras variadas) y al lugar de administracion del mismo. Ocasionalmente, se
desarrollaron actuaciones veterinarias para las que siempre se llevé a cabo anestesia general y

traslocacion temporal del animal.

La diferenciacion de los individuos se efectud a través del uso de transponders electrénicos,
crotales coloreados y diferencias morfoldgicas. La asignacién de una edad a cada individuo se
realizd bien a través de los registros clinicos proporcionados por el Parque de la Naturaleza de
Cabarceno o, en caso de no contener edad de nacimiento, a través del estudio de la denticién.
El estudio de la denticion para la estimacion de la edad de nacimiento se llevé a cabo mediante
anadlisis de imagenes fotograficas utilizando la puntuaciéon otorgada por 11 evaluadores
basandose en la evolucion temporal de la dentadura descrita por Jonkel (1993). En este estudio,
los evaluadores compararon varias imagenes de la denticidn de cada individuo con las imagenes
de referencia para cada edad proporcionadas por Jonkel (1993) y asignaron un rango de edad
para cada individuo en la fecha de toma de las imagenes; luego, se realizé la media de las
calificaciones obtenidas, tomandose ese valor como edad estimada de cada oso en la fecha

correspondiente.
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Figura 1. Vista aérea del recinto para osos del Parque de la Naturaleza de Cabdrceno. El recinto se
encuentra delimitado por la linea blanca ancha y la linea punteada. La X sefializa el lugar de localizacién
del observador, desde el que se tiene acceso visual completo al "drea de observacion", que se
corresponde con la superficie rayada. Los visitantes del Parque sdlo tienen acceso a la zona marcada como
una linea punteada.

6.2. METODOLOGIA

El disefio experimental se estructura en tres experiencias: 1) estudio de la estructura social de
los machos de oso pardo, Il) estudio del ritmo reproductivo anual de los machos de oso pardo y

I) estudio de los factores que influyen en la calidad de los eyaculados de oso pardo.

El desarrollo de dichas experiencias comprende dos tipos distintos de metodologias: un estudio
etoldgico y/o un estudio de pardmetros morfoldgicos vy fisiolégicos mediante la toma de medidas

y muestras bioldgicas.

En este manuscrito, las 24 quincenas del afio se nombraran con la letra "Q" seguida de dos
digitos en orden de menor a mayor comenzando por “Q01”, de manera que la primera quincena
de cada mes comprende hasta el dia 15 incluido, exceptuando el mes de febrero, en el cual su

primera quincena incluye hasta el dia 14.
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6.2.1. Estudio etologico

Cronologia y condiciones de observacion

En esta parte del estudio, se llevé a cabo la recogida y registro de datos de comportamiento
durante 5 afios consecutivos (2010-2014), obteniéndose informacién en todos los meses del
afio. La metodologia para la recoleccidon de datos comportamentales consistié en un estudio
observacional sistematizado en el que todas las observaciones fueron realizadas por el mismo
observador desde un mismo punto de observacién (Figura 1). Ademas, se llevé a cabo un
periodo de observacién previo a la toma de datos para asegurar la diferenciacién a nivel

individual de todos los osos de la poblacidn.

Los datos climatoldgicos presentados han sido elaborados utilizando la informacién
suministrada por la Agencia Estatal de Meteorologia (Ministerio de Agricultura, Alimentacidn y
Medio Ambiente) para la estacion meteoroldgica mas cercana al lugar de estudio, es decir, la

estacidn de “Santander/Parayas” (3°49°02”’0 43°25’23"'N).

Animales

El nimero de individuos que componian la poblacién al principio y final del estudio se puede
observar en la Tabla 1. El ratio macho/hembra varié entre 0,73 y 0,94. El nimero total de
individuos distintos mayores de 3 afios observados en el estudio etolégico durante los 5 afios de
estudio fue 74. Los osos mayores de seis afios de edad serdn categorizados como “adultos”. En
los 5 afios a los que nos referimos, se introdujeron en la poblacién 6 nuevos animales de
diferente origen, se trasladaron 7 individuos a otras instituciones zooldgicas, y un total de 18
hembras distintas fueron observadas con oseznos del afio, de las cuales siete tuvieron mas de
una camada. La subpoblacién de machos adultos incluyd un animal castrado y otro
vasectomizado. Ni el individuo castrado ni los individuos menores de tres afos fueron tenidos
en cuenta para ninguno de los resultados que se presentaran a partir de este momento en esta

tesis doctoral.

Tabla 1. Composicién de la poblacién de oso pardo del Parque de la Naturaleza de Cabdrceno por sexos
entre el comienzo (15/04/2010) y final (28/09/2014) del estudio etoldgico. No se incluyen los individuos
de menos de un afio de edad.

Comienzo Final Minimo  Maximo
del estudio del estudio
Numero de machos 29 32 28 35
Numero de hembras 36 36 32 41
Numero total de osos 65 68 61 74

77



Material y métodos

6.2.1.1. Estudio de la estructura social

Cronologia y condiciones de observacidn

Para el estudio de la estructura social, se han utilizado datos referentes a los afios 2011y 2012,
durante los cuales se obtuvo informacidn de 130 y 152 dias de observacion respectivamente. La
distribucion mensual de los eventos de observacién puede consultarse en la Tabla 2. Las
observaciones se realizaron entre las 8 a.m. y las 13:30 p.m., con una media de 3 horas de

observacién por dia (846 horas en total).

Tabla 2. Distribucion mensual del nimero de dias de observacion realizados en el estudio de estructura
social en osos pardos en régimen de semilibertad (periodo 2011-2012).

Mes 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Dias de observacion 13 12 37 43 45 43 46 6 7 7 8 15

Animales

El nimero de machos mayores de 3 afios de edad en la poblacién fue de 29 el dia 1 de enero de
2011 y de 27 el 31 de diciembre de 2012, incluyendo a dos individuos que no estuvieron
presentes durante la totalidad del periodo de estudio para la estructura social y que no serdn
incluidos en ninguno de los resultados referentes a la estructura social a partir de este momento.
Para la determinacion de la estructura social se utilizaron todos los machos adultos enteros que

formaron parte de la poblacion durante los dos afios completos, es decir, 27 individuos.

Cada individuo fue clasificado segun su edad, de manera que las categorias de machos segun la
edad fueron las siguientes: los animales entre 3 y 6 afos fueron categorizados como
"subadultos" (N = 9) y aquellos de mas de 6 afios como "adultos" (N = 18). En este periodo de
estudio ningln oso fue introducido en el recinto y al comenzar el mismo no existia ningliin oso

de uno, dos o seis afios de edad.

Interacciones de interrupcién de montas

Se registraron todas las interacciones intraespecificas en las que la aproximacion directa de un
macho hacia un macho y una hembra que estaban mostrando comportamiento de monta dio

como resultado la finalizacién del mismo.

Interacciones agonisticas

Se registraron todas las interacciones agonisticas, también denominadas agresivas, definidas
como interacciones intraespecificas con cierto nivel de agresividad entre machos, en las que
tuvieron lugar sonidos, contacto fisico o comportamiento de huida a la carrera. En cada una de

ellas, se recogieron: la identidad de los individuos y el patrén de comportamientos mostrados.

78



Material y métodos

No todas las interacciones agonisticas mostraron una relacién asimétrica entre sus
participantes. Por ello, se distinguié con la denominacidon "encuentros decisivos" aquellas
interacciones agonisticas diadicas en las que fue posible determinar el estatus de vencedor y
perdedor. Ocasionalmente, se observaron interacciones en las que participaron tres o mas
individuos, pero sélo los encuentros decisivos llevados a cabo por dos osos fueron considerados
a la hora de establecer la organizacién social. Debido a que no existe en la literatura un criterio
estandarizado consensuado sobre los patrones de comportamiento a utilizar para determinar el
estatus de ganador y perdedor en un encuentro agresivo entre osos pardos, y a que los criterios
descritos previamente por otros autores no son adecuados para la poblaciéon de osos de
Cabarceno debido a las razones que se expondrdn en la discusidon, en este trabajo se optd por
utilizar un criterio propio. Asi, en el presente estudio, se consideré6 como ganador de un
encuentro agonistico al oso que mostré uno o varios de estos patrones de comportamiento

|”

durante la interaccion: (1) “avance frontal”: con una orientacidn corporal frontal, camina hacia
delante a la vez que el individuo perdedor retrocede caminando hacia atras; y (2) “persecuciéon”:

persigue corriendo al individuo perdedor y éste no se gira para enfrentarse a él.

Analisis de la jerarquia de dominancia

La estructura social del grupo de machos ha sido evaluada a partir de los resultados de estos
“encuentros decisivos”. El sentido de la relacion entre dos individuos de una “diada”, es decir,
entre cada par de individuos, serd denominado “relacién de dominancia”, y se definira por el
sentido de la dominancia (vencedor y perdedor) en los encuentros decisivos entre esa pareja
que se haya observado en un mayor nimero de ocasiones. Si ningun encuentro decisivo fue
observado para una diada durante el periodo de estudio, ésta se asignarad como "desconocida"
(de Vries, 1995). Estos resultados son organizados en una matriz sobre la que aplica el método
I&IS (Inconsistencies & Total Strength Inconsistencies) definido por Schmid and De Vries (2013)
para evaluar las relaciones “unidireccionales” (todos los encuentros decisivos fueron ganados
por uno de los dos individuos), y las relaciones de “doble sentido” (ambos individuos de la diada
ganan al menos un encuentro; ademas, si cada miembro de la diada gand el mismo niumero de
encuentros, se considerara "empatada"). Este método consiste en buscar el orden mas cercano
a la linealidad con el minimo de relaciones “intransitivas” (con un resultado contrario al orden
jerdrquico asumido (“inconsistencias”)) y el minimo de fuerza de esas inconsistencias (diferencia
entre rangos de los individuos que constituyen una diada intransitiva) (de Vries, 1998). La "fuerza
total" se refiere a la suma de las fuerzas de todas las inconsistencias presentes en una matriz de

dominancia. Puede consultarse el glosario de términos asociados en la Tabla 3.
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6.2.1.2. Estudio de los ritmos anuales en el comportamiento

Cronologia y condiciones de observacidn

Para el estudio de las variaciones en el comportamiento del oso pardo asociadas a su
estacionalidad reproductiva, se han utilizado exclusivamente observaciones de dos horas de
duracidn ininterrumpidas ocurridas entre las 8:00 a.m. y las 10:00 a.m. Los Unicos eventos
antropoldgicamente mediados ocurridos durante las dos horas de observaciéon fueron la
presencia del observador y de visitantes en la zona delimitada en la Figura 1 (el Parque permite
la entrada de publico a partir de las 9:30 a.m.), de manera que no se han incluido en los
resultados aquellos dias de observacion en que ocurrieron situaciones anormales dentro del
recinto como trabajos de mantenimiento del recinto, entrada de vehiculos, introduccion de
0sos, etc. Un total de 314 observaciones ocurridas entre los afios 2010 y 2014 fueron incluidas.

La distribucion mensual de los eventos de observacidon puede consultarse en la Tabla 4.

Tabla 4. Distribucion mensual del nimero de dias de observacion para el estudio de las variaciones anuales
en el comportamiento (2010-2014).

Mes 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Dias de observacion 11 13 38 45 50 46 55 17 9 9 8 13

Las observaciones para el estudio de las variaciones anuales en el comportamiento quedaron
acotadas a un "area de observacion"”, que consistié en una zona de pradera de 1,2 Ha de
superficie delimitada por barreras naturales (Figura 1). El area de observacién para el estudio
comportamental es el lugar donde se realiza la administraciéon de alimento por parte de los

cuidadores y también el lugar desde donde un mayor nimero de osos pueden ser observados.

Cada dia de observacion, se registraron: el nimero de osos (total y de machos) presentes en el
area de estudio comportamental alas 8 a.m.y alas 10 a.m., asi como el nimero de interacciones
agonisticas, sexuales y de juego. En cada conducta fueron anotados: los individuos implicados,

su sexo, la fecha, hora, y el patrén de comportamiento mostrado.

Interacciones intraespecificas

En este estudio se definen tres tipos “interacciones” o “encuentros” intraespecificos: agonistico

0 agresivo; sexual o monta; y de juego o amistoso.

Para el estudio de los ritmos anuales en el comportamiento, se considera como un encuentro
de tipo “agonistico” o “agresivo” aquella interaccion con un cierto nivel de agresividad en la que
tuvieron lugar sonidos y/o contacto fisico. Una “cépula”, por su parte, se define como el evento
durante el cual un macho situé su pecho en el dorso de una hembra adulta mientras ambas

extremidades anteriores quedaban suspendidas sin tocar el suelo, a ambos lados de la hembra.
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Dos copulas separadas por menos de 10 minutos durante los que ninguno de los individuos
implicados participé en otra cépula se consideraron como una uUnica “monta”. El término
“juego” indica aquel comportamiento con contacto fisico y sin actitud agresiva por parte de

ninguno de los dos participantes.

Se calcularon indices para los tres tipos de comportamiento con la intencién de expresar la
frecuencia de comportamientos teniendo en cuenta la presencia de osos en el area de estudio,
es decir, buscando una aproximacién de la intensidad de cada comportamiento con la menor
influencia posible de las variaciones de actividad en la poblacién. Los indices de comportamiento
agresivo y de juego se calcularon dividiendo el nimero de interacciones registradas durante el
intervalo de las 8 a.m. a las 10 a.m. entre el niumero de machos a las 10:00 a.m., es decir, al final
de la observacién. Para ambos tipos de comportamiento se tuvieron en cuenta por separado,
mediante dos indices distintos, las interacciones en las que participa algin macho y aquellas en
las que los dos participantes son machos. El indice de comportamiento sexual, por su parte, se
calculé con una férmula en la que también se tiene en cuenta el nUmero de hembras, ya que

ésta se considera una variable de importante sentido bioldgico para tal comportamiento.

Para cada dia de observacidn se obtuvieron, por tanto, dos indices de comportamiento agresivo,
un indice de comportamiento sexual y dos indices de comportamiento de juego en base a las

siguientes férmulas:

ICAw = Av /M

. ICAm-m = Amm / M

. ICS = (S / (M+H)) / (M / H)

° IClm=Im/ M

o ICnm =Jmm / M
Donde: ICAw = indice de comportamiento agresivo de machos; Ay = Nimero de interacciones
agresivas en las que participa al menos un macho entre las 8 a.m. y las 10 a.m.; M = Numero de
machos a las 10 a.m.; ICAn.m = indice de comportamiento agresivo entre machos; Am.m = Nimero
de interacciones agresivas en las que los dos participantes son machos entre las 8 a.m. y las 10
a.m.; ICS = indice de comportamiento sexual; S = Nimero de montas entre las 8 a.m. y las 10
a.m.; H = Nimero de hembras a las 10 a.m.; ICJy = indice de comportamiento de juego de
machos; Ju = Niumero de interacciones de juego en las que participa al menos un macho entre
las 8 a.m. y las 10 a.m.; ICJm.m = Indice de comportamiento de juego entre machos; Jm.m = Nimero
de interacciones de juego entre las 8 a.m. y las 10 a.m. en las que los dos participantes son

machos.
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6.2.2. Toma de medidas morfoldgicas y muestras biolégicas

6.2.2.1. Manejo anestésico

Cronologia y condiciones de las capturas

Se llevaron a cabo un total de 311 capturas de machos de oso pardo mediante teleanestesia
entre 2002 y 2016 para la toma de datos y muestras bioldgicas, distribuidas entre los meses de
febrero y noviembre segun la Tabla 5. Un total de 39 machos sexualmente maduros diferentes
fueron capturados. Quedaron excluidas de este estudio las anestesias de osos efectuadas por
razones médicas o aquellas en las que los resultados de la hematologia y/o bioquimica

sanguineas mostraron signos de enfermedad sistémica.

Tabla 5. Distribucion mensual del nimero de capturas de machos de oso pardo bajo anestesia general
(2002-2016).

Mes 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Ndmero de capturas 0 9 24 77 72 76 28 6 5 13 1 0

Para los resultados relacionados con la estructura social, sélo los datos obtenidos durante
capturas realizadas en abril y junio de los afios 2010, 2011, 2012 y 2013 fueron incluidos. Para
la evaluacién de factores que influyen en la calidad de los eyaculados, se utilizaron los datos

procedentes de las electroeyaculaciones realizadas de 2004 a 2013.

Inmovilizacidn y monitorizacidon anestésica

La inmobilizacién quimica se realizé mediante teleanestesia con un rifle de CO, (Modelo 1M,
DANINJECT, Dinamarca), desde un vehiculo situado dentro del recinto. Se aplicé
intramuscularmente una dosis de induccion de 250-750 mg de zolazepam HCI + tiletamina HCI
(Zoletil 100®, 50 + 50 mg/mL; Virbac, Carros, Francia) combinado con 6-12 mg de medetomidina
(Zalopine®, 10mg/mL; Orion Pharma Animal Health, Finlandia) mediante un dardo de 3 mL
(DANINJECT, Dinamarca) acoplado a una aguja con collar de 60mm de longitud (DANINJECT,

Dinamarca).

Una vez inmovilizado, el oso fue trasladado a un lugar habilitado situado a 1 km. La frecuencia
cardiaca, respiratoria, y la saturacién de oxigeno periférico fueron monitorizados durante la
totalidad del evento anestésico (PM-8000Vet Patient Monitor, Shenzhen Mindray Bio Medical
Electronics Co., Ltd., China). Los oidos y ojos del animal fueron tapados mediante torundas y una
mascara con la finalidad de disminuir al maximo los estimulos sonoros y visuales durante la

anestesia.
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6.2.2.2. Peso corporal y morfometria

-Peso corporal (kg): calculado con un dinamdmetro electrénico (MICRO-DIN; DINAKSAR, Espafia).

-Medidas de mano y pie (cm): longitud y anchura de la mano y del pie en las zonas mas amplias

usando una cinta métrica.

-Diente canino: altura (cm), longitud (cm) y anchura de la base (cm), mediante el uso de un
calibre. Se utilizé el canino que presentase mayor grado de integridad debido a la elevada
frecuencia de fracturas en caninos. El drea de la base del colmillo se calculd segun la férmula del

area de una elipse:
Area de la base del colmillo (cm?) = it x (CL/2) x (CW/2)
Donde, CL: longitud de la base del canino (cm); y CW: anchura de la base del canino (cm).

-Testiculos: medidas del eje mayor (cm; longitud) y eje menor (cm; anchura) utilizando un
calibre. Solamente se utilizaron las medidas testiculares consideradas fisiolégicas. El “volumen
testicular” correspondié a la media del volumen de ambos testiculos. El volumen de cada

testiculo se calculé segln la férmula del volumen de un elipsoide:
Volumen testicular (cm3) = [(LL x LW? x 1t/6) + (RL x RW? x 1/6)]/2

Donde, LL: eje mayor del testiculo izquierdo; LW: eje menor del testiculo izquierdo; RL: eje mayor del

testiculo derecho; y RW: eje menor del testiculo derecho.

6.2.2.3. Analisis sanguineos

Se obtuvieron muestras de sangre de los osos anestesiados para la determinacién de hormonas
circulantes (cortisol y testosterona) y pardmetros hematoldgicos (eritrocitos (10%/ul),
hemoglobina (g/dL), hematocrito (%), plaquetas (10%/ul), leucocitos (103/ul), neutrdfilos
(103/ul), linfocitos (103/ul), monocitos (103/ul), glucosa (mg/dL), colesterol (mg/dL) y proteinas
totales (g/dL)). Los parametros relacionados con el hemograma sélo se determinaron entre 2002
y 2005, mientras que glucosa, colesterol, proteinas totales, testosteronay cortisol, se analizaron

en muestras de entre 2002 y 2010.

La extraccion sanguinea se realizé mediante venopuncion en la vena cefélica con un catéter 14G
entre las 10:00 a.m. y las 11:30 p.m. La sangre fue inmediatamente dividida en tres tubos
(Vacutainer®) que se mantuvieron refrigerados hasta su analisis o congelacién, conteniendo: uno
de ellos acido etilendiaminotetraacético (EDTA); el segundo, heparina de litio; y el dltimo no

contenia anticoagulante. Se obtuvo plasma proveniente del tubo con heparina de litio tras
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centrifugar (3500 revoluciones por minuto durante 15 minutos) en las siguientes dos horas
después de la toma de la muestra. Por tltimo, se obtuvo suero de la muestra sin anticoagulante
una vez formado el coagulo y tras su centrifugacion (3500 revoluciones por minuto durante 15

minutos).

El hemograma se realizé usando la muestra con EDTA refrigerada (SYSMEX F-820; Sysmex, Kobe,
Japdn) aproximadamente 24 horas después de la recoleccion. El analisis bioquimico se realizé
utilizando plasma heparinizado (Cobas Integra 400; Roche Diagnostics). Los niveles de
testosterona (ng/mL) (IMMULITE1 1000 Total Testosterone System commercial kit; Siemens,
Glyn Rhonwy, United Kingdom) y cortisol (ug/dL) (IMMULITE1 1000 Cortisol commercial kit;
Siemens, Glyn Rhonwy, United Kingdom) fueron determinados a partir de las muestras de suero.
Se realizé una conversion logaritmica de los datos de cortisol y testosterona (Tes_Log) para su
uso en el apartado de estructura social, asi como para el estudio de las correlaciones con

pardmetros sanguineos y morfométricos.

6.2.2.4. Recogida y valoracion de eyaculados

Se obtuvieron muestras seminales mediante electroeyaculacién (EE) de los osos anestesiados
entre 2004 y 2013, distribuidas temporalmente segun la Tabla 6. Todos los productos quimicos
utilizados fueron manufacturados por Sigma (Madrid, Espafia) a no ser que se especifique lo
contrario. Sélo las sesiones de recogida seminal llevadas a cabo en época reproductiva fueron

incluidas en el andlisis estadistico.

Tabla 6. Distribucién mensual del nimero de capturas bajo anestesia general en las que se realizé
electroeyaculacion (2004-2013).

Mes 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Numero de capturas 0 7 22 64 58 58 12 4 2 9 0 0

Electroeyaculaciéon y recogida seminal

Previamente al comienzo de cada sesidn de EE, se lavd y rasuré la zona pubica, se lavé el pene
con solucidn salina fisioldgica estéril y el recto fue vaciado. Durante la electroestimulacién, la
vejiga permanecié sondada. La metodologia consistié en la aplicacidon, mediante el uso de un
electroeyaculador (PT Electronicsl; PT Electronics, Boring, OR, USA), de estimulos eléctricos de
voltaje creciente a través de una sonda transrectal de 26cm de didmetro y 320cm de largo con
tres electrodos orientados ventralmente. Se alternaron periodos de estimulacién eléctrica (3 s)

con periodos de descanso (3 s) hasta la eyaculacion (10V y 150mA de media).
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El eyaculado, tras su filtracidn, fue recogido de forma fraccionada en tubos de vidrio estériles de
15 mL provistos de un filtro. La recogida del eyaculado se realizé de forma fraccionada en
funcidn del cambio de aspecto para evitar posibles contaminaciones con orina y para intentar
obtener aislada la fraccién con mayor concentracidon de espermatozoides. Cada sesidn constd
de entre 1y 4 recogidas, con una media de 1,98 + 0,46, separados entre ellos por un minimo de
15 minutos. En cada una de ellos se obtuvieron una o varias fracciones. Las fracciones
urospérmicas (urea >80m g/dL y/o pO <200 mOsm/kg) fueron desechadas. Se tom¢ la fraccion
mas concentrada de cada captura, a la que se denomindé “fraccidon rica” (FR), como
representativa de la calidad seminal del macho en el momento de la recogida. Sélo las fracciones
ricas recogidas durante la época reproductiva fueron utilizadas para su analisis cuantitativo y

cualitativo.

Evaluacidn inicial de la calidad espermatica

Inmediatamente tras la recoleccion de cada fraccidn, se registraron: el volumen, la osmolalidad,

el pH, el contenido en urea y la concentracién espermatica segun la siguiente metodologia:
-Volumen (mL): segln los indicadores de los tubos de vidrio recolectores.

-Osmolalidad (mOsm/kg): utilizando un osmdmetro crioscépico (Osmomat-030, Gonotec®,

Berlin, Alemania).
-pH: utilizando un pHmetro (CG 837-Schott; Schott, Alemania).

-Contenido en urea: utilizando un test rdpido de urea (Urea test strips Ecoline®, DiaSys
Diagnostic Systems GmbH, Holzheim, Alemania). Se depositaron 10 pL de la muestra en la zona
reactiva de la tira, la cual se encuentra colocada en un deslizador. A continuacidn, este deslizador
se introdujo en una cubeta, y se realizé la lectura de cada tira tras 30 minutos segun la escala
graduada. Dicha escala esta dividida longitudinalmente en 25 partes de 1 mm cada una, de
manera la tincién de la tira hasta la divisidn de 10 mm corresponde a una concentracién de urea

de 80 mg/dL.

-Concentracidn espermatica (espermatozoides x 108/mL): se utilizé un hemocitémetro de Biirker
(Marienfeld GmbH; Marienfeld, Alemania) segun la metodologia descrita por Anel et al. (2011).
El nimero de espermatozoides (spz) totales producidos (spz x 108) se obtuvo multiplicando el

volumen de cada fraccidn por su concentracién.

Evaluacién espermatica mediante CASA (Computer Assisted Semen Analysis)

Posteriormente, la motilidad y los parametros cinéticos fueron calculados utilizando el software
CASA (Computer Assisted Semen Analysis) (ISAS, Integrated Semen Analyser System; Proiser,

Valencia, Espafia) y un microscopio de contraste de fases negativa, examinando la muestra a

86



Material y métodos

100x (Nikon Labophot-2; Nikon, Tokyo, Japdn). Para la valoracion de la motilidad y otros
parametros cinéticos, se colocé una gota de 5 pl en una camara de contaje Makler (10um de
profundidad) (Sefi Medical Instruments, Haifa, Israel) sobre una platina calefactada a 38 °C. El
analisis fue realizado por el sistema CASA con ayuda de microscopia de contraste de fases. Los
ajustes estandar utilizados fueron: 25 fotogramas/segundo; area de la cabeza 5 a 50 pm?; y
velocidad curvilinea >10 um/segundo para clasificar un espermatozoide como mavil. Un minimo
de 5 campos o 200 espermatozoides fueron considerados para su analisis. Los parametros
registrados fueron: motilidad individual (MI, %: considerando un espermatozoide madvil cuando
VCL >10 um/seg), motilidad progresiva (MP, %; considerando progresivo un espermatozoide
cuando velocidad de trayectoria curvilinea (VCL) >25 um/seg y rectitud (STR) >80 %); velocidad
media (VAP, um/s), velocidad de trayectoria recta (VSL, um/s), linealidad (LIN, %) y amplitud de

movimiento lateral de la cabeza (ALH, um).

Evaluacidn espermatica mediante citometria de flujo

Las determinaciones de espermatozoides viables (VIAB, %), espermatozoides viables con
acrosomas intactos (iIACRO, %) y de espermatozoides con alto potencial de membrana
mitocondrial (MIT, %) se realizaron con un citometro de flujo FACScalibur (Becton Dickinson
Immunochemistry Systems, San Jose, USA), equipado con épticas estandar y un laser de iones
de argdn, con funcionamiento a 488 nmy 200 mW. Este citdmetro era calibrado periédicamente
usando las normas estandar (Calibrites; Becton Dickinson). Se registraron los datos
correspondientes a la fluorescencia roja (fotodetector FL3) y verde (fotodetector FL1). Para
todos los analisis, se evaluaron 10000 spz por muestra con una velocidad de flujo de 200

células/segundo.

La viabilidad de los gametos se evalué segln el protocolo de Garcia-Macias et al. (2006),
utilizando una doble tincién de SYBR-14 (Molecular Probes, L-7011 LIVE/DEAD Sperm Viability
Kit; Invitrogen, Barcelona, Espafia) y de ioduro de propidio (Pl). Por cada muestra, se tomo en
un tubo de polipropileno una alicuota de 300uL de muestra diluida a 5 x 10°
espermatozoides/mL con PBS (tampdn fosfato salino), y se afiadieron en él 3uL de Pl (24mM) y
1,5 pL de SYBR-14 (100nM). Los tubos permanecieron 20 minutos a 37 °C en condiciones de
oscuridad previamente al andlisis en el citdmetro de flujo. Los espermatozoides muertos se tifien
de rojo (SYBR14-/Pl+), mientras que aquellos con membrana plasmatica intacta lo hacen de
verde (SYBR14+/PI-) y los “moribundos”, es decir, aquellos con la membrana recientemente
dafiada, se tifien tanto de verde como de rojo (SYBR14+/PI+). Para este estudio, hemos utilizado

los datos de la poblacién de espermatozoides viables (VIAB; SYBR14+/PI-).
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Por su parte, para la valoracién del estado acrosomal se utilizé una doble tincién de lectina de
Arachis hypogaea conjugada con isotiocianato de fluoresceina (PNA) y de de ioduro de propidio
(PI). Por cada muestra, se tomo en un tubo de polipropileno una alicuota de 300uL de muestra
diluida a 5 x 10° espermatozoides/mL con PBS, y se afiadieron 2,53uL de Pl (1 mg/mL en agua) y
2,5 uL de PNA (0,2mg/mL en agua). Los espermatozoides se clasifican en no viables (Pl+) o
viables (Pl-) dependiendo de si emiten o no fluorescencia roja, asi como en gametos con
acrosoma dafiado (PNA+) o intacto (PNA-) en funcidn de si se tifien o no de verde. Para este
estudio, hemos utilizado los datos de espermatozoides viables con acrosomas intactos (iACRO;

PI-/PNA-).

Por ultimo, el estudio de la actividad mitocondrial se realizé identificando las mitocondrias con
alto potencial utilizando JC-1 (Invitrogen, Barcelona, Spain). Las muestras se diluyeron en 300 pL
de PBS (5 x 10° espermatozoides/mL), afiadiendo JC-1 a 6,8 uM. Tras 30 minutos a 37 °C, se
obtuvieron el porcentaje de espermatozoides tefidos de naranja mediante citometria, los cuales

corresponden a gametos con alto potencial de membrana mitocondrial (MIT; JC1+).
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7. EXPERIENCIA |

ESTRUCTURA SOCIAL DE LOS MACHOS DE OSO PARDO
(Ursus arctos)
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7.1. DISENO EXPERIMENTAL

El disefio experimental del estudio de la estructura social de los machos de oso pardo se
presenta a continuacién en la Tabla 7 y la Figura 2. Para su desarrollo, se han utilizado dos tipos
de metodologias con distinta cronologia, tanto en cuanto a nimero de afios como a periodos
designados para la toma de muestras, que corresponden a un estudio etoldgico o

comportamental y a una toma de medidas y muestras biolégicas bajo anestesia general.

Tabla 7. Diseio experimental del estudio de la estructura social de los machos de oso pardo del Parque
de la Naturaleza de Cabarceno.

CONDICIONES DE Ne

METODOLOGIA CRONOLOGIA MUESTREO INDIVIDUOS PARAMETROS EVALUADOS
Interacciones agonisticas entre machos: fecha, hora,
- 282 dias individuos implicados y patrén de comportamiento.
ESTUDIO anos de observacion “Encuentros decisivos” de la relacién de dominancia
ETOLOGICO (E.nero a (8a.m.-13:30 27 entre dos machos: fecha, hora, individuos implicados
diciembre) p.m.) y patrén de comportamiento.

Interrupciones de montas: individuos implicados.
Pardmetros morfométricos: peso corporal (kg), altura
TOMA DE del ciolmlllo (cm), anchura dg la base del c.olmlllo (cm),
o longitud de la base del colmillo (cm), longitud de mano
MEDIDAS Y 4 afios 21 capturas 21 (cm), anchura de mano (cm), longitud de pie (cm)
MUESTRAS  (Abril a junio) P anchura do pie (om) » 1ong P g

BIOLOGICAS uradep '

Hormonas en sangre: cortisol (ug/dL) y testosterona
(ng/mL).

El estudio etoldgico de las interacciones agonisticas entre machos adultos, que permite
identificar los encuentros decisivos y por tanto la relacién de dominancia entre cada par de
individuos, se llevé a cabo durante dos afios (2011 y 2012) y tuvo como protagonistas a los 27
machos mayores de 3 afios de la poblacidn. Estos datos permitieron definir el orden jerariquico
o estructura social de los machos. La frecuencia de participacion de los machos en

interrupciones de monta fue también determinada dentro del estudio etolégico.

Por otro lado, un total de 21 de esos machos fueron capturados bajo anestesia general durante
la época reproductiva de esos dos afios, asi como el afio inmediatamente anterior y el
inmediatamente posterior a ellos (2010 a 2013). En cada anestesia (N = 21), se tomaron
parametros morfométricos y endocrinos de dichos individuos, con el objetivo de identificar los

factores determinantes de la estructura social previamente descrita.
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Figura 2. Disefio experimental del estudio de la estructura social de los machos de oso pardo en el Parque
de la Naturaleza de Cabarceno.
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7.2. ANALISIS ESTADISTICO

Todos los estudios estadisticos de este manuscrito fueron realizados con el programa SAS™ v. 9
(SAS Institute, Cary, NC). Los resultados estan expresados como promedio * error estandar de
la media (SEM) y las diferencias han sido consideradas estadisticamente significativas cuando p

< 0,05.

La estructura social del grupo de machos fue evaluada a partir de los resultados de los
“encuentros decisivos”, es decir aquellos en los que se puede establecer con claridad el estatus
de vencedor y perdedor de las interacciones agonisticas. Estos resultados son organizados en
una matriz sobre la que aplica el algoritmo I[&IS (Inconsistencies & Total Strength
Inconsistencies) definido por Schmid and De Vries (2013). Los citados autores implementaron el
algoritmo I&IS sobre una macro del programa Microsoft Excel (paquete DomiCalc) que resulta
poco operativa cuando el nimero de animales es elevado. Para superar esta limitacidon de
calculo se ha implementado el algoritmo I1&IS en lenguaje Phyton (Figura Al). Asimismo, a fin de
incrementar la potencia del resultado final, se ha elevado el nimero de iteraciones del algoritmo
y se ha definido un nuevo resultado en la jerarquia entre individuos emparejando a aquellos
individuos cuya posicion fue intercambiable en las iteraciones realizadas, modificando el

esquema clasico de un orden lineal estricto.

Para el estudio de los factores determinantes de la estructura social de los machos, en una
primera evaluacion exploratoria se aplic6 un andlisis de componentes principales
(procedimiento PRINCOM) para valorar la relaciéon lineal entre las distintas variables
morfoldgicas y definir la varianza total explicada por dichos componentes. Este estudio puede
permitir reducir el nUmero de variables a manejar para discriminar de forma consistente los
grupos definidos en el orden jerarquico. En una segunda etapa, la relacién entre los distintos
pardmetros morfolégicos previamente analizados, asi como otros pardmetros endocrinos
(testosterona) y comportamentales (interrupciones de montas) con la estructura social
previamente descrita se llevd a cabo mediante un analisis multivariante aplicando el
procedimiento DISCRIM que permite obtener unas variables candnicas que recogen una alta

proporcién de la variabilidad del modelo y explican las clases de dominancia definidas.
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7.3. RESULTADOS

7.3.1. Establecimiento de la estructura social

En términos generales, los osos se comportaron en base al mantenimiento de una distancia
entre individuos de manera que una reaccion se desencadenaba cuando esa distancia, diferente
para cada par de individuos, no era respetada. La mayoria de las interacciones agresivas tuvieron
lugar debido a la violacidn de esa distancia sin ninguna otra razén aparente. En algunas
ocasiones, sin embargo, se pudo establecer una causa directa como la competencia por el
alimento o por las hembras. Se observé con relativa frecuencia la finalizacion de montas
coincidiendo con la aproximacion de otro individuo (interrupcion de montas), normalmente un
macho, patrdon que pudo ser o no seguido por interacciones agonisticas. No se registré la muerte
por agresion intraespecifica de ningln animal mayor de un afio de edad durante el periodo de
estudio, aunque si se observd canibalismo sobre caddveres procedentes de osos de cualquier

edad muertos por causas naturales o desconocidas.

Durante el estudio (2 afios; Tabla 2), se registraron un total de 637 interacciones agresivas entre
machos en 282 dias de observacion entre enero y diciembre, de las cuales sélo 200 resultaron
ajustarse a la definicién de encuentro decisivo (31,4 %). Por tanto, no fue posible diferenciar
entre oso vencedor y perdedor en la mayoria (68,6 %) de las agresiones. Los encuentros
decisivos definidos por el comportamiento “persecucién” constituyeron 53 del total de
encuentros decisivos (26,5 %). El individuo que resulté dominante fue el que se acercé al otro
individuo a la hora de iniciar el encuentro agresivo en 177 de los encuentros decisivos (88,5 %),
mientras que el individuo subordinado fue el que abandond el lugar donde éste tuvo lugar en
un total de 128 encuentros decisivos (63,9 %). Ademas, menos de un cuarto de los encuentros

decisivos, concretamente 46 (23 %), incluyeron contacto fisico.

La matriz de dominancia resultante para los 200 encuentros decisivos se adjunta como Tabla 8.
En ella se presentan las 351 relaciones diddicas o diadas posibles de la subpoblacién de machos,
que resultan de enfrentar por parejas a los 27 machos diferentes estudiados. Los encuentros
decisivos entre machos observados durante el estudio permitieron determinar la relacién de
dominancia de 114 relaciones diddicas (32,5 %), incluyendo dos relaciones empatadas (Ap-Mm;
Bu-Ru), y por tanto 237 diadas tuvieron como resultado una relacién de dominancia desconocida
(67,5 %). Los datos mostraron 110 relaciones unidireccionales y 4 diadas de doble sentido,
incluyendo dentro de estas ultimas dos relaciones empatadas. De dichas 110 diadas cuyos
encuentros decisivos fueron ganados Unicamente por uno de los dos individuos, 38 fueron

definidas por mas de un encuentro decisivo. De las diadas en las que pudo determinarse el

94



El. Resultados

sentido de su relacion de dominancia (N = 112, divididas en 110 relaciones unidireccionales y 2
relaciones de doble sentido no empatadas), la determinacidon de la relacion de dominancia
existente entre dos individuos fue mas frecuente entre adultos (45,8 % de las posibles relaciones
diddicas entre adultos) y muy poco habitual entre subadultos (16,7 % de las posibles relaciones
diadicas entre subadultos). El oso adulto fue el dominante en el 88,9 % de las relaciones

establecidas para diadas formadas por un adulto y un subadulto.

Segun los principios de ordenacion de minimas inconsistencias y fuerza de esas inconsistencias
en los que se basa el método | & Sl propuesto por de Vries (1998), las posibles ordenaciones de
la poblacién de osos macho por rango jerarquico con el minimo de indonsistencias y fuerza de
esas inconsistencias contuvieron sélo tres inconsistencias (G-Ru; Ru-Tm; D-Tm) con fuerza 5, 4y

3 respectivamente, es decir, la fuerza total de las inconsistencias fue 12.

Tabla 8. Matriz de dominancia para los machos mayores de 3 afios de la poblacién de oso pardo del Parque
de la Naturaleza de Cabdrceno en 2011 y 2012. Las letras hacen referencia a cédigos de identificacidn
individuales para cada oso y los cddigos subrayados pertenecen a individuos subadultos. Los nimeros
indican el nimero de encuentros ganados por parte del individuo de la fila frente al individuo de la
columna en todas las diadas con encuentros decisivos registrados. El orden aqui presentado supone una
de las posibles ordenaciones con un minimo de inconsistencias y fuerza de esas inconsistencias.

Individuo|Da Co Tm Bu | D Ru Mn F Ch Z G B Ap T JI K Mm Cz L Tf P Y Su Fg Cu S
Da * 4 9 5 21 1 1 2 1 1 11
Co 0o * 2 6 1 1 1 1 6 1
Tm 0 0 * 1 2 1 1 3 11 121 1 1 2 4 1 1 2
Bu 0 0o * 3 1 1 1 332 1 2 2 1 2
| 0 0 * 3 1 1 2 1 4 2
D 0 0 3 0 * 1 1 1 1 1 3 3 2 2 2 1 1 5
Ru 2 0 * 1 0 1
Mn 0 * 1 1 1
F 0 0 0 * 1 2 1 1 1
Cn 0 0 0 O 0 0 * 1 1 11 1 1 1 3
z 0 o0 0 0 0 * 11 11
G 0 1 0 0 *

B 0 0 * 1 1 1 1
Ap 0 0 0 * 1 1 2

T 0 0 O 0 0 * 1

J 0 0 0 0o * 2 3 1

K 0 0 0 0 00O * 1 1

Mm 0 0 0 0 1 0o * 1 1
Cz 0 0 o0 0 * 1

L 0 0 0 0 *

T 0 0 0 00 0 * 1

P 0 *

Y 00 O 0 0 0 *

Su 0 0 O 0 0 0 *

Fg 0 0 O 0 0 0 0 *

Cu 0 0 0 0 00O 0 0 0 O * 1
S 0 0 0 0 0O 0 0 0 0 *
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Ante la necesidad de agilizar el método de analisis para su uso con un volumen de datos elevado
como el nuestro y de afiadir la posibilidad de ordenaciones jerarquicas equivalentes vy
basdandonos en la modificacidn realizada por Schmid & de Vries (2013) del método | & SI
originalmente desarrollado por de Vries (1998), en este trabajo proponemos una nueva
actualizacién del método basado en uso del lenguaje Phyton para la aplicacidn del algoritmo | &
Sl en la ordenacidn jerarquica poblacional. Este algoritmo se encuentra disponible en la Figura
A1l del apéndice A. En la Figura 3, puede observarse el resultado de la aplicacion de este nuevo
método sobre los datos obtenidos en el estudio etoldgico de los osos del Parque de Cabarceno,
que constituye una ordenacién jerdrquica por grupos de individuos de manera que sus
posiciones dentro del mismo grupo son intercambiables sin modificarse el nimero de las
inconsistencias generadas y la fuerza de esas inconsistencias. Segun este nuevo orden, se
pueden establecer tres clases de dominancia: “Dm” o clase dominante, compuesta por 3 osos
(Da, Coy Tm); “In” o clase de dominancia intermedia, con 8 individuos (Bu, |, D, Ru, Mn, F, Cn,
7); y “Sb” o clase subordinada se compone de los ultimos 16 individuos (S, Cu, Fg, Y, Su, P, Tj, L,
Cz, Mm, K, JI, T, Ap, By G). Por tanto, la clase dominante constituyd el 11 % de los individuos y
la subordinada el 59 %. Un dato a destacar es que los 3 primeros machos de la jerarquia, es decir,
los osos del grupo dominante, participaron en el 43 % de los encuentros decisivos y ganaron en
el 40,5 % de los encuentros decisivos totales. Por el contrario, los osos de la clase subordinada,
a pesar de resultar mas de la mitad de los individuos de la poblacidn, sélo ganaron un 12,5 % de
los encuentros registrados, debido fundamentalmente a la baja participacién de los

subordinados en encuentros sociales con otros osos del grupo subordinado.

Tm
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Figura 3. Diagrama de flujo de la ordenacién jerdrquica para los machos mayores de 3 afios de la poblacion
de oso pardo del Parque de la Naturaleza de Cabarceno en 2011 y 2012. Las letras identifican a los
individuos: en azul, individuos pertenecientes a la clase “Dm” (dominante); en verde, a la clase “In”

(intermedia); y en rojo, a la clase “Sb” (subordinada). Dentro de cada clase, un mismo estrato horizontal
implica posiciones intercambiables sin modificacion del nimero de inconsistencias ni de su fuerza total.
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7.3.2. Descripcion de los factores asociados al estatus social

Una vez establecida la ordenacidn jerarquica de los 27 individuos que constituian la poblacion
de machos adultos y subadultos, 21 de ellos fueron utilizados para estudiar los factores
relacionados con la estructura social descrita utilizando los datos obtenidos de la toma de
medidas y muestras bioldgicas bajo anestesia general procedentes de una captura por individuo

(N = 21), las cuales se realizaron entre 2010 y 2013.

La Figura 4 representa los resultados del analisis de componentes principales de los datos
correspondientes a las variables morfométricas: drea de la base del diente canino (colmillo),
altura del canino, anchura de la mano, longitud de la mano, anchura del pie, longitud del pie y
peso corporal. El 70 % de la varianza de los parametros morfométricos quedd explicada por los
componentes principales Prinl y Prin2. Como puede apreciarse, el componente Prinl se explica
principalmente por las variables peso corporal y dimensiones de manos y pies, mientras que el
componente Prin2 se relaciona positivamente con el drea del canino y negativamente con su

altura.
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Figura 4. Posicidon de los machos segun los componentes principales Prinl y Prin2. Las letras identifican a
los individuos: en azul, individuos pertenecientes al grupo “Dm” (dominante); en verde, individuos
pertenecientes al grupo “In” (intermedio); y en rojo, individuos pertenecientes al grupo “Sb”
(subordinado). Se representan los tensores de las variables que definen los componentes principales:
Colmillo_BASE_Area = 4rea de la base del canino (cm?); Colmillo_L = altura del canino (cm); Mano_A =
anchura de la mano (cm); Mano_L = longitud de la mano (cm); Pie_A = anchura del pie (cm); Pie_L =
longitud del pie (cm); Peso = peso corporal (kg).
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Las concentraciones medias de cortisol sérico y testosterona sérica fueron de 1,6 + 1,1 pg/dLy
10,3 * 11,6 ng/mL respectivamente. Las distintas determinaciones para cada macho capturado
durante el periodo de estudio pueden observarse en la Figura 5 (Cor_Logy Tes_Log). Los datos
revelaron una relacion directa entre cortisol y testosterona (r = 0,54; p = 0,01). Los resultados
mostraron también una fuerte influencia quincenal en los perfiles endocrinos, especialmente

marcada a partir de mayo.
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Figura 5. Relacion de los valores de cortisol (Cor_Log; eje vertical) y testosterona (Tes_Log; eje horizontal)
en 21 machos de oso pardo del Parque de la Naturaleza de Cabarceno. Los resultados se expresan como
la interaccion entre ambas hormonas para cada individuo, identificado por las letras en rojo, las cuales se
encuentran encuadradas en un color indicativo de su grupo de dominancia: en azul, individuos
pertenecientes al grupo “Dm” (dominante); en verde, individuos pertenecientes al grupo “In”
(intermedio); y en rojo, individuos pertenecientes al grupo “Sb” (subordinado). Cada dato ha sido
coloreado en funcidn de la quincena en que tuvo lugar la toma de muestra sanguinea. “Q” indica el
namero de quincena (Q07 a Q12 para las quincenas séptima a decimosegunda).

Por ultimo, se aplicd un andlisis candnico para el estudio integral de la organizacion social de
machos de o0so pardo en base a los parametros morfométricos y endocrinos descritos
incluyendo un nuevo factor expresado como frecuencia de participacidn en interrupciones de
monta (Figura 6 y Tabla 9). La representacién bidimensional de los individuos en los ejes
candnicos permite concluir que las variables hormonales, morfoldgicas y comportamentales
estudiadas explicaron claramente el estatus de dominancia de los osos pardos estudiados. En la

Tabla 9 se aprecia que el primer eje candnico esta definido principalmente por las variables
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interrupciones de montas, peso corporal, longitud del pie y nivel de testosterona (Tes_Log); asi
como indirectamente con la longitud de la mano, la anchura del pie. El segundo eje se caracteriza
por la longitud del pie y negativamente por el peso e interrupciones de montas. El andlisis
multivariante no revelé coeficientes destacables para ninguna de las dos variables asociadas al
tamanfio de los colmillos. Los valores promedio de cada variable segun la clase de dominancia
pueden observarse en la Tabla 10. En ella observamos que, en concordancia con lo encontrado
en el primer eje candnico, los aspectos en los que los osos dominantes destacaron en mayor
medida con respecto a los otros grupos de dominancia fueron principalmente mayores
frecuencias de interrupciéon de montas y mayor peso corporal. En la comparacién entre medias
también destacan inferiores niveles de testosterona sérica (TesLog), pero con una elevada

variabilidad (SEM), en las clases intermedia y subordinada.
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Figura 6. Clasificacion del estatus de dominancia de 21 machos de oso pardo del Parque de la Naturaleza
de Cabarceno segun los componentes Canl y Can2. Las letras identifican a los individuos: en azul,
individuos pertenecientes al grupo “Dm” (dominante); en verde, individuos pertenecientes al grupo “In”
(intermedio); y en rojo, individuos pertenecientes al grupo “Sb” (subordinado).
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Tabla 9. Coeficientes candnicos estandarizados de la muestra total que indican el peso especifico de las
diferentes variables analizadas en la clasificacién de los individuos en el espacio multidimensional.
Colmillo_BASE_Area = area de la base del canino; Colmillo_L = altura del canino; Imonta = interrupcién de
montas; Mano_A = anchura de la mano; Mano_L = longitud de la mano; Peso = peso corporal; Pie_A =
anchura del pie; Pie_L = longitud del pie; Test_Log = logaritmo de la Testosterona.

Coeficientes candnicos estandarizados de la muestra total

Variable Canl Can2
Colmillo_Base_Area 0,292 -0,171
Colmillo_L 0,444 -0,138
Imonta_Da 2,803 -1,189
Mano_A 0,311 0,574
Mano_L -1,135 0,160
Peso 1,802 -0,876
Pie_A -1,162 0,629
Pie_L 0,814 1,285
Tes_Log 0,760 -0,036

Tabla 10. Valores medios de las distintas variables morfométricas, hormonales y etoldgicas empleadas en
el estudio multivariante segun los grupos de dominancia de los machos del Parque de la Naturaleza de
Cabarceno durante las capturas efectuadas entre 2010y 2013 (media + SEM). Colmillo_BASE_Area = area
de la base del canino (cm?); Colmillo_L = altura del canino (cm); Imonta = interrupcién de montas
(frecuencia); Mano_A = anchura de la mano (cm); Mano_L = longitud de la mano (cm); Peso = peso
corporal (kg); Pie_A = anchura del pie (cm); Pie_L = Longitud del pie (cm); Test_Log = logaritmo de la
testosterona (ng/mL). “Dm” = clase dominante; “In” = clase intermedia; “Sb” = clase subordinada.

Variable TOTAL(N=21) Dm(N=3) In(N=8) Sb (N = 10)
Colmillo_Base_Area 2,8+0,5 2,5+0,4 3,0£0,7 2,7+0,4
Colmillo_L 3,2+0,8 2,7+0,8 3,3+0,9 3,4+0,8
Imonta_Da 10,4 £ 22,7 54 + 35 6,9+12,2 0,2+0,4
Mano_A 17,2+1,2 19,3+1,5 16,6 £ 0,5 17,1+0,7
Mano_L 15,7+0,9 16,7+1,2 15,3+0,7 15,7+0,8
Peso 261,1+31,4 2282'78i 258,3 £33 252,1+25,8
Pie_A 16,5+1,0 17,3+1,2 16,1+1,2 16,7 +0,7
Pie_L 26,6+1,9 29,7+0,6 25,1+0,8 26,8+1,4
Test_Log 1,8+1,2 3,3+0,2 1,7+1,1 1,5+1,1
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7.4. DISCUSION

El conocimiento de los determinantes del comportamiento social es esencial para el manejo de
fauna silvestre y cautiva, con la finalidad de comprender no sélo el comportamiento vy

supervivencia individuales sino también tendencias demograficas y ecoldgicas.

La comprension del orden jerdrquico de una poblacidn precisa del reconocimiento de cada uno
de sus individuos y de una recogida de datos exhaustiva y extensa, condiciones que limitan la
disponibilidad de informacidn para una especie con unas caracteristicas bioldgicas como las que
posee el oso pardo. Por ello, la mayoria de autores han optado por centrarse en describir la
estructura general de la poblacidn y el establecimiento de estratos de dominancia por edad y
Sexo en sus poblaciones o, en su caso, la descripcidn de clases de dominancia dentro de algunos
estratos sin una metodologia contrastada (Craighead et al., 1995a; Egbert et al., 1976; Gende &
Quinn, 2004; Hornocker, 1962; Peirce & Daele, 2006). Si nos centramos en los machos, los
estudios que han ordenado jerdrquicamente a todos los individuos de una misma poblacidn
mediante métodos sistematizados de registro de interacciones agresivas han sido escasos e
incluian un bajo numero de machos adultos con un maximo de 7 individuos (Koene et al., 2002;
Marshall, 2008; Stonorov & Stokes, 1972), lo cual limita el andlisis de los determinantes de
dominancia. Ademas, todos ellos derivaban de observaciones de corta duracién, con un maximo
de 3 meses, y por tanto no permitian determinar el grado de estabilidad de las jerarquias
descritas a medio o largo plazo. El estudio mas a largo plazo sobre la jerarquia social en un grupo
de osos pardos es aquel expuesto por Craighead et al. (1995a), el cual analizé durante 12 afios
el comportamiento de osos grizzly en un vertedero. Sin embargo, sus resultados no permitieron
una ordenacidn individual de todos los machos ya que, ademas de utilizar una metodologia de
dudosa justificacion para determinar estratos y relaciones de dominancia, en él no se expusieron

los resultados de las relaciones de dominancia diddicas de todos los individuos.

Aqui, se presenta la jerarquia social, determinada por medio de interacciones agonisticas, de 27
machos de una poblacién de oso pardo mantenida en semilibertad durante dos afios completos.
Hasta donde sabemos, esta es la mayor poblacion de oso en la que todos sus machos han sido
ordenados jerarquicamente usando un método basado en la determinacion de las relaciones de
dominancia utilizando interacciones agresivas. El estudio realizado por Craighead et al. (1995a)
también ordend un elevado nimero de machos de forma anual, de hasta 30 individuos, pero su
metodologia no se limité al resultado de las relaciones diadicas, sino que crearon un sistema de
puntos basado en el inicio de las interacciones agonisticas, otorgando mayor situacion social a

los 0sos que iniciaban encuentros y en funcidn de ciertas caracteristicas de los mismos. Este
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estudio se basd en patrones de comportamiento indicadores de una relacidn asimétrica, pero
segln nuestra experiencia el oso dominante no siempre es el que inicia los encuentros
agonisticos por lo que esta metodologia da resultados que no parecen dptimos. Las
investigaciones realizadas en condiciones de libertad se han desarrollado generalmente en
lugares en los que temporalmente existe una elevada concentracién de animales debido a la
abundancia de recursos alimenticios, lo cual favorece las condiciones para la observacién directa
de un numero suficiente de animales. Sin embargo, alli el nUmero de osos a menudo cambia
debido a los movimientos naturales de animales y a la influencia del ser humano, complicando
el reconocimiento y estudio de todos los individuos. El Parque de Cabarceno nos ofrece una
poblacién de oso pardo controlada y de un tamafio considerable, mantenida en un area
naturalizada donde la mayoria de osos pueden ser observados con una frecuencia diaria.
Aunque el acceso visual simultaneo a varios animales conlleva irrevocablemente densidades
poblacionales elevadas para la especie, y por tanto las interacciones intraespecificas podrian
intensificarse, no existe evidencia de que este hecho pudiera significar la alteracion de

estructura social.

7.4.1. Establecimiento de la estructura social

La ausencia de un criterio estandarizado valido sobre los comportamientos indicadores de una
situacion de dominancia en el oso pardo ha hecho necesaria la eleccién de nuevos
comportamientos indicadores para este estudio. La mayoria de autores han defiendido como
signo de subordinacién que un animal abandone el lugar de la interaccién (Egbert et al., 1976;
Gende & Quinn, 2004; Koene et al., 2002; Peirce & Daele, 2006; Stonorov & Stokes, 1972), pero
otros patrones han sido también considerados, por ejemplo: para Egbert et al. (1976),
simplemente alterar la direccién del movimiento ante la presencia de otro animal indicaria
subordinacién; mientras que para Koene et al. (2002) la orientacidn corporal frente al otro
individuo tiene también connotaciones decisivas, de forma que sélo los individuos dominantes
mantienen una orientacidn frontal y sélo los subordinados una lateral. Sin embargo, en nuestro
estudio, ninguno de los patrones comentados puede ser considerado, per se, signo inequivoco
de la posicion en la jerarquia social de un macho. Para comenzar, en el area de estudio de
Cabarceno, la mayor densidad poblacional y las pequefias distancias entre individuos a menudo
exhibidas dificultan enormemente la determinacidn de si el movimiento de un oso es causado
como reaccién al comportamiento de otro individuo concreto. Ademas, la alteracién de la
direccion de un movimiento para evitar a otro animal es un indicativo de evitar un

confrontamiento, pero lo que se ha observado en el grupo de machos estudiado es que no
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necesariamente tiene que tratarse de un enfrentamiento con un animal dominante. Ademas, en
un ambiente con elevada densidad poblacional como el que se describe en el area de
observacién seria impensable que todos los animales mantuviesen una direccién de movimiento
en la que no se tuviese en cuenta la posicidn de otros individuos, y considerar dichas posiciones
generaria un numero inviable de interacciones. Del mismo modo, ambas orientaciones
corporales, frontal y lateral, han sido observadas en ambos individuos durante un mismo
enfrentamiento. Los dos patrones de comportamiento adoptados para indentificar los
encuentros decisivos elegidos para este estudio fueron designados debido a que implican un
desplazamiento simultdneo de ambos individuos de la diada en sentidos contrarios, y a que
resultaron faciles de identificar, asegurandonos asi que todos los encuentros en los que se
mostraba alguno de los dos comportamientos serian incluidos en el estudio como encuentros
decisivos. El uso de comportamientos indicadores de dominancia distintos, junto con las
caracteristicas concretas de cada poblacidn, explicarian por qué algunos autores (Koene et al.,
2002; Stonorov & Stokes, 1972) difieren de nuestros hallazgos en cuanto a la baja frecuencia con
la que puede determinarse el sentido de la dominancia entre los individuos que participan en
un enfrentamiento agonistico encontrada en Cabdrceno. Ademads, la mayoria de autores usan
patrones basados en el desplazamiento del animal subordinado ya que, en esos estudios, las
interacciones intraespecificas suelen estar motivadas por la posesién de un lugar preferente
para la obtencion de alimento. Sin embargo, en el Parque de la Naturaleza de Cabarceno fue
comun que el oso dominante abandonase el sitio del enfrentamiento y por tanto las
interacciones parecieron responder mds a la exhibicion de superioridad como parte de una
estrategia de mantenimiento del estatus que al interés en un lugar fisico concreto. La hipdtesis
de la sefializacion de estatus como principal motivo de enfrentamiento agonistico es en parte
apoyada por el hecho de que los encuentros fueron mas frecuentemente iniciados por machos
dominantes que por subordinados. Egbert et al. (1976) y Stonorov & Stokes (1972) también
encontraron el patrén de aproximacién mas comun en el oso dominante de cada pareja, incluso
considerando comportamientos distintos como indicadores de subordinacidn pero Craighead et
al. (1995a) fueron mas alld y directamente utilizaron este patrén de comportamiento para
indicar dominancia de un individuo sobre otro, lo cual, como comentabamos, no seria apropiado

en la poblacion aqui estudiada.

Los tres machos situados en la cuspide de la jerarquia en Cabarceno ganaron el 40,5 % de los
encuentros decisivos. Esto significa que los osos dominantes son mas propensos a mostrar su
estatus y posiblemente también a manifestar comportamientos agresivos. Aunque otros

indicadores de agresividad individual deberian ser analizados para probar esta segunda
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hipdtesis, existen numerosas referencias a mayor agresividad en los machos de oso pardo que
se situan en la cumbre de la jerarquia de dominancia (Egbert et al., 1976; Hornocker, 1962;
Marshall, 2008). Por otra parte, es importante tener en cuenta que, aunque los
comportamientos elegidos han demostrado ser indicadores exitosos del estatus de dominancia

entre machos de oso pardo, otros patrones etoldgicos podrian ser considerados.

Del mismo modo, los machos adultos del Parque de Cabarceno tendieron a mostrar
comportamientos que les sefialan como dominantes mas a menudo (89 % de las diadas en las
que se registraron encuentros decisivos) que los machos subadultos, salvo algunas excepciones
individuales. El caracter subordinado de los individuos mas jovenes es un hallazgo consistente
en la mayoria de especies de mamiferos, incluyendo al oso pardo (Egbert et al., 1976; Peirce &
Daele, 2006; Stonorov & Stokes, 1972). Varios parametros relacionados con la edad, como
mayor peso corporal y superiores habilidades en la lucha, han sido también frecuentemente
sefialados como importantes determinantes a la hora de decidir el estatus social. En este sentido
ha de tenerse en cuenta que los osos pardos tiene un ritmo de crecimiento lento y los machos

pueden tardar 14 afios en alcanzar el 95 % de su peso maximo (Schwartz et al., 2003).

Los machos subadultos no estuvieron involucrados en encuentros decisivos tan a menudo como
los adultos, y los encuentros decisivos entre dos subadultos fueron especialmente infrecuentes
(5 %). Se necesitarian nuevos estudios para determinar si los osos jovenes no exhiben
comportamientos indicativos de dominancia o si lo hacen mediante medios distintos a los
patrones aqui tomados como indicativos de relacidon unidireccional de dominancia o incluso
mediante medios distintos a las agresiones. Las muestras de dominancia o agresividad
infrecuentes en animales de menor edad coinciden con los hallazgos de Hornocker (1962b), que
afirmd que la dominancia no fue activamente ejercida en las clases de edad mas jovenes, asi
como los de Egbert et al. (1976), que sefialaba a los machos de entre cuarto y octavo afio como
los menos agresivos de todos los grupos de sexo y edad. Nuestra hipétesis consiste en la
existencia de una relacién de dominancia entre todas las diadas posibles de la poblacion, es
decir, que todos los individuos son subordinados o dominantes a cada uno del resto de los
individuos de la poblacidn, pero que esta relacidn no ha podido ser determinada en base a los
patrones de comportamiento utilizados como indicadores de dominancia (“avance frontal” y
“persecucion”). Las abundantes interacciones de juego social registradas podrian ser el medio
por el cual esas relaciones se estableciesen y mantuviesen, sin necesidad de mostrar
comportamiento agresivo. Tal teoria coincide con lo indicado por Colmenares & Rivero (1983),
quienes describieron una relacién de tolerancia entre los dos machos adultos mas jévenes de

un grupo de oso pardo cautivo, los cuales participaban en juegos cuyo resultado determinaba
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en gran medida las prioridades del orden de monta a la hora de compartir hembras. Los juegos
de lucha constituirian de este modo otro sistema para establecer el estatus social, lo cual, en
sociedades de reproduccidén cooperativa, a menudo ocurre a edades tempranas. Incluso, en

algunas especies el caracter dominante puede ser heredado de los progenitores (Rees, 2011).

La organizacidn social del grupo de machos de oso pardo del Parque de la Naturaleza de
Cabarceno ha resultado ser muy estable durante dos afos, ya que existid un nimero muy
pequefio de relaciones de doble sentido. Mas de un tercio de las diadas fueron descritas por al
menos dos encuentros decisivos y tan sdlo cuatro de ellas han resultado no ser relaciones
unidireccionales. Esta pequeia frecuencia de diadas de doble sentido puede atribuirse a osos
mas jovenes intentando mejorar su posicidn en la escala jerdrquica porque siempre incluyeron
un 0so viejo y otro 0so mas joven y agresivo. No tenemos conocimiento de ningun estudio de
duracion mayor de un afio en el que se haya asignado individual y mediante una metodologia
objetiva y sistematica el rango jerarquico de todos los machos de oso pardo de una poblacion.

|ll

No obstante, Egbert et al. (1976) ya hablaron de una organizacion social “relativamente estable”
durante tres afios en un arroyo con abundancia de salmones visitado por cerca de 70 osos grizzly,
y Hornocker (1962) también afirmd que la estructura general de la poblacién de osos de Tout
Creek, en Yellowstone, no varié en 3 anos. Contrariamente a nuestros resultados, Craighead et
al. (1995a) identificaron un periodo anual de ajuste social durante la época reproductiva y la
necesidad de reestablecer el estatus social cada afio, también en los osos de Yellowstone.
Aunque la metodologia para respaldar que la dominancia interanual en Yellowstone era
altamente variable es dudosa ya que la distincién entre las dos principales clases sociales,
denominadas “contenders” y “noncontenders”, se basa en qué individuo inicia las interacciones
agresivas, si que establece un procedimiento sistematico en base al registro de amenazas y
ataques entre los machos mas agresivos. Craighead et al. (1995a) hablaron de 7 “machos alfa”
diferentes a lo largo de 13 afos en la poblacion de osos pardos de Yellowstone, incluyendo un
individuo que ostento el titulo durante 6 aios interrumpidos en dos periodos de tres afios. Esto
da idea de una estabilidad relativa en la cumbre de la piramide jerarquica. En nuestro caso, el
mismo macho con mayor rango de dominancia ostentd el titulo durante dos afios vy
observaciones fuera de este estudio revelaron que siguié siendo dominante durante al menos
dos afos mas. Sin embargo, nuestro estudio va mas alla y es capaz de demostrar estabilidad no
solo en la cumbre de la pirdmide jerarquica sino en la totalidad de las relaciones entre machos
mayores de 3 afos de la poblacion. Esto supone un importante hallazgo para comprender la
sociobiologia de las especies solitarias. Incluso después de periodos invernales de aislamiento

en los que suceden profundos cambios morfoldgicos y fisioldgicos, los machos de oso pardo
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conviviendo en grupos cerrados conservan en lineas generales su estatus social. Nuestra
hipdtesis, a la vista de las complicaciones para realizar un estudio de estas caracteristicas en
libertad, seria que tal tendencia a la estabilidad también existiese en osos de vida libre y que no
tuviese lugar un restablecimiento anual de la jerarquia, siempre teniendo en cuenta las menores
probabilidades de volver a interaccionar con individuos con los que existe una relacién de

dominancia preestablecida.

Hasta la fecha, los métodos desarrollados con la finalidad de ordenar individuos en orden
jerdrquico se basan en la presuncién de linealidad. Sin embargo, la expresidn de esa linealidad
depende del nimero de relaciones establecidas y del grado en el que dichas relaciones resultan
transitivas (De Vries et al., 2006). Debido a que la aplicacion de estos métodos a datos obtenidos
experimentalmente significa, en la casi totalidad de los casos, la posibilidad de varios 6rdenes
alternativos que cumplen las premisas establecidas, resulta razonable considerar que los
métodos de ordenacion jerarquica deberian considerar la posibilidad de la existencia tanto de
poblaciones con jerarquias no lineales, como de casos en los que no se dispone de datos
suficientes o apropiados para el establecimiento de un orden lineal. La falta de informacién
entre diadas es una de los mayores problemas en la investigacion de la dominancia (Klass &
Cords, 2011). En el Parque de la Naturaleza de Cabarceno, tras 840 horas dedicadas a la
observacién de comportamiento agonistico no fue posible valorar dos tercios de las posibles
relaciones, y la falta de informacidén fue especialmente intensa en los Ultimos estratos sociales
de la poblacién. Gende & Quinn (2004), en una poblacién sin machos adultos, obtuvieron un
porcentaje maximo anual de diadas en las que fue posible valorar la relacién de dominancia
exacto al nuestro, mientras que Marshall (2008) registré interacciones entre la mitad de los
posibles pares de individuos de su poblacién. Por otra parte, la falta de evidencia de una
estructura jerarquica lineal ha sido apuntada previamente en oso pardo Marshall (2008), y la
existencia de inconsistencias y relaciones triangulares habituales en algunos estudios, como el
de Egbert et al. (1976), apoyarian tal hipdtesis. En nuestra poblacién, los individuos con mas
diadas de relacién desconocida fueron los menos dominantes, pero las escasas relaciones de
doble sentido o que suponen inconsistencias sucedieron en estratos de la poblacién superiores,
sin incluir a los dos osos mas dominantes. Hornocker (1962) llegd a afirmar que no existia un
orden de dominancia dentro de las clases mas subordinadas de su poblacién, pero, como ya
comentabamos anteriormente, podria existir la posibilidad de que los animales del grupo
subordinado, que son en su mayoria animales jovenes o de edad avanzada, expresasen sus

relaciones de dominancia por mediante patrones comportamentales diferentes.
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A la vista de tales resultados, hemos considerado oportuno que, en la practica, las jerarquias
deberian considerar grupos de animales en lugar de animales individuales cuando las posiciones
de dos 0o mas de ellos puedan intercambiarse, de manera que se representen de una Unica forma
todas las posibilidades de las distintas ordenaciones con minimas inconsistencias y fuerza de las
inconsistencias de la misma poblacién. Esto permite evitar situar en una posicidon superior a un
individuo con comportamiento social equivalente a otro, y en nuestro caso el perfecto ejemplo
serian las parejas de 0sos sin encuentros decisivos registrados. En los machos de oso pardo del
Parque de la Naturaleza de Cabdrceno el resultado es una piramide jerarquica con tres
individuos dominantes cuya ordenacién es lineal estricta (clase Dm), encabezados por tanto por
un macho alfa, y con un amplio nivel inferior (clase Sb) constituyendo la base. Se puede
encontrar un antecedente en la creacidn de clases de dominancia en las investigaciones de
Craighead et al. (1995a) y Hornocker (1962), pero tales estudios no muestran un método
comparable al nuestro para su establecimiento. A pesar de ello, podemos observar que el
porcentaje medio de individuos dentro del estrato dominante, que en su caso fue del 23 %, fue
notoriamente mayor que el nuestro, que consistié en un 11 %. Por otra parte, Gende & Quinn
(2004) utilizaron los mismos términos que nosotros para definir tres estratos de dominancia
entre los osos pardos que acudian a varios arroyos con abundancia de recursos alimenticios:
dominante, intermedio y subordinado. Sin embargo, al encontrar dificultades para su
ordenacion jerarquica completa, optaron por distinguir a la clase dominante sélo como un
individuo y a la clase subordinada como individuos sin encuentros ganados y que hubiesen
participado en un minimo de 4 interacciones. Esta clasificacion puede no ser incorrecta, pero la
falta de la aplicacidon de un método de andlisis mas preciso conlleva la pérdida de informacién
en la estructuracion de la poblacidon. Existen varios programas de software disponibles para
diversos métodos de analisis utilizados para matrices sociométricas. Aqui, se emplea el
programa DomiCalc (Schmid and De Vries, 2013) originalmente presentado como una macro en
Excel que ha sido reescrito en el leguaje de programacién Phyton e incluye algunas nuevas

funciones para permitir la creacion de jerarquias por grupos de individuos.

7.4.2. Descripcion de los factores asociados al estatus social

En este estudio se han minimizado los efectos de la edad, sexo y familiaridad con el area, con el
fin de centrar la atencidn en la relacién de las caracteristicas fisicas, endocrinas y etolédgicas con
el rango social de los machos de oso pardo. Para la descripcion de los determinantes de
estructura social, ademds de utilizar los datos procedentes de los dos afios en los que se

determind la jerarquia de dominancia, también se han utilizado el afio anterior y el siguiente,
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debido a que se considera que la fuerte estabilidad de la dominancia en esos dos ainos permite
mantener la clasificacién, con un minimo error asociado, al menos a los afos contiguos. Existen
ademas observaciones de encuentros decisivos en dichos afos que avalan a grandes rasgos el

mantenimiento del orden social descrito (datos propios no publicados).

Para el estudio del perfil hormonal en su relacién con el estatus de dominancia, en el presente
estudio sdlo se han incluido datos tomados entre abril y junio con el fin de minimizar el efecto
de las variaciones anuales en la actividad gonadal y endocrina en general. En los machos del
Parque de la Naturaleza de Cabarceno, existen datos acerca de un ritmo anual muy marcado en
la concentracién sanguinea de testosterona (Anel-Lépez et al., 2017b; Manrique-Revuelta,
2010). Por su parte, los niveles de glucocorticoides, como ya explicAbamos anteriormente,
pueden sufrir ritmos circadianos en el oso pardo (Ware et al., 2013) y panda (Owen et al., 2005),
y ademas se encuentran influidos por la alimentacion (Bryan et al., 2013; Bryan et al., 2014;
Owen et al., 2005), y distintos aspectos relacionados con la anestesia (Esteruelas et al., 2017;
Ware et al., 2013). En el presente estudio y con el fin de minimizar los numerosos factores con
capacidad para modular el perfil endocrino de los machos, sélo se han utilizado datos de osos
mantenidos en condiciones de semilibertad, alimentados con la misma dieta, pertenecientes a
la misma poblaciéon cerrada, anestesiados utilizando las mismas drogas y cuyo muestreo

sanguineo ocurrié sistematicamente en un estrecho rango horario.

Resulta llamativo que los registros mds bajos de testosterona hayan sucedido durante la
quincena 12 (junio) en nuestro estudio. Esto coincide con lo detectado en otros estudios que
analizaron testosterona en esta poblacién y que describian valores disminuidos de T a partir de
la quincena 11 en los machos de oso pardo de la poblacién de Cabarceno (Anel-Lopez et al.,
2017b; Manrique-Revuelta, 2010). Estos resultados resaltan la necesidad del estudio de
exhaustivo de las diferencias en las hormonas testosterona y cortisol asociadas a la
estacionalidad reproductiva como un primer paso fundamental para la comprensién del peso
de dicho factor y de otros factores individuales en las variaciones encontradas. Los tres osos mas
dominantes tienen tendencia a poseer elevados niveles de testosterona y cortisol. La tendencia
de una relacién positiva entre testosterona y rango social estaria en consonancia con lo
encontrado en un amplio rango de especies, y mas frecuentemente en especies de crianza
cooperativa (Mehta et al.,, 2008). Aunque la poblacidon de osos de Cabarceno no utiliza tal
sistema social, si que viven en un grupo cerrado al igual que los que se forman en dicho tipo de
especies. Sin embargo, la tendencia positiva entre rango jerarquico y testosterona entraria en
conflicto con la teoria de Mehta et al. (2008) que abogaba por que tal relacidon pudiese

desaparecer en poblaciones con una jerarquia estable, como es la encontrada en los machos de
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la poblaciéon de osos pardos de Cabarceno. Por otro lado, un aumento de glucocorticoides puede
considerarse la consecuencia de la subordinacion o el coste de adquirir y mantener un estatus
de dominancia segun la teoria de la carga alostatica (Goymann & Wingfield, 2004). Por tanto, a
la vista de los resultados se podria sugerir que, cuando conviven en grupo, ser dominante es mas
costoso en términos de estrés social para animales que pertenecen a una especie caracterizada
por un comportamiento inicialmente solitario y sexualmente promiscuo. Hasta la fecha, la
mayoria de las investigaciones han estudiado la testosterona y el cortisol de manera
independiente, pero los resultados no han sido homogéneos. Teorias recientes han propuesto
la posibilidad de un cierto nivel de interaccidn entre testosterona y cortisol en la regulaciéon del
comportamiento de dominancia. Mehta & Josephs (2010) encontraron evidencias de esta
hipotesis en el hombre mostrando que testosterona y dominancia estaban positivamente
relacionadas, pero sélo en individuos con bajos niveles de cortisol. Las conclusiones aqui
presentadas sobre oso pardo coinciden en la relacidon directa entre cortisol y testosterona,
aunque sin discriminar entre resultados en funcién de los niveles de cortisol. La evidencia de
interacciones biolégicas como la encontrada entre cortisol y testosterona nos lleva a considerar,
en el contexto de la jerarquia social, el uso andlisis de tipo multivariante, que permite incluir un

amplio rango de variables en el andlisis de la regulacion del comportamiento.

En la poblacién de oso pardo del Parque de Cabarceno, el analisis candnico revela que
pardmetros morfométricos (peso corporal, longitud y base del colmillo, longitud y anchura de
manos y pies), endocrinos (testosterona) y etolégicos (interrupcién de montas) son en conjunto
predictores del orden de dominancia. Por tanto, sugerimos que, en el futuro, en otras especies
también se utilicen diversas variables de esta naturaleza para explicar tales efectos, como un

método efectivo para identificar factores asociados a la dominancia.

La hipdtesis del tamafio de los colmillos como ventaja en el combate no ha sido apoyada por el
analisis candnico, en el cual ni el area de la base ni la longitud de los colmillos han sido variables
con un marcado peso especifico en el analisis. A pesar del menor promedio de la longitud de los
caninos observada en los osos dominantes, una elevada variabilidad en los datos de las otras
dos clases de dominancia ha podido influir en los resultados del andlisis multivariante. Quizas
un ajuste de los datos en funcidn del desgaste asociado a la edad, como el que realizaron
Galbany et al. (2015) en papiones, seria necesario para arrojar resultados mas concluyentes.
Aungue las medidas de las extremidades podrian ser indicativas del tamafio corporal y ademas
los osos pardos utilizan las manos, en ocasiones en posicidon bipeda, en sus enfrentamientos
agonisticos, las variables con mayor peso especifico para la discriminacion entre clases de

dominancia son la frecuencia de interrupciones de monta y el peso corporal. Las interrupciones
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de monta se muestran por tanto como un comportamiento relacionado con un estatus superior
de dominancia, que exhiben mucho mas a menudo los tres individuos de la clase dominante.
Significan una aproximacion directa hacia la pareja que esta realizando una monta y la
finalizacion de ésta. Sin embargo, las interrupciones de montas pueden ser promovidas por las
hembras, no implican necesariamente patrones de comportamiento de huida del individuo que
se encuentra montando y en ocasiones derivan en un enfrentamiento agonistico. Por tanto, los
machos que estaban montando no siempre evitan de forma efectiva un enfrentamiento
agonistico, lo cual seria lo esperable en animales subordinados a aquel que se le aproxima. El
peso corporal, por otra parte, seria la variable mas indicativa del tamafo corporal, aunque
también puede estar influida por la condicidn corporal. El uso de mediciones entre abril y junio
ha intentado disminuir las variaciones anuales en el peso corporal, ampliamente demostradas
en el oso pardo (Hellgren, 1995; Kingsley et al., 1983; Manrique-Revuelta, 2010; Pearson &
Halloran, 1972). A pesar de ser un aspecto muy a menudo relacionado con el estatus social, los
datos en oso pardo sobre la relacion entre peso corporal con el grado de dominancia son escasos
y pobremente contrastados. En la Unica aproximacién disponible en la literatura, realizada por
Craighead et al. (1995a), el limitado tamafio muestral de los datos sélo hizo posible observar
una tendencia no estadisticamente significativa de un mayor peso corporal y mayores tamafios
de manosy pies en los osos dominantes. No conocemos ningln otro estudio que haya tenido en
cuenta una posible relacién la jerarquia en el oso pardo con parametros cuantitativos indicativos
de tamafio corporal o de las partes del cuerpo utilizadas en la lucha. En oso pardo, un mayor
tamanio corporal si ha sido relacionado con una mayor frecuencia de paternidad en los machos,
pero aun se desconoce el papel de la jerarquia de dominancia en un fenédmeno tan complejo
como es el éxito reproductivo. Una aproximacién mas estrecha hacia nuestras conclusiones en
otros ursidos es la que deriva del estudio de Nie et al. (2012), que sefialaron mejores resultados

en los enfrentamientos agonisticos en relacién a un mayor tamafo corporal.

En resumen, el estudio de la jerarquia social de los machos de oso pardo y sus determinantes
resulta un aspecto fundamental de su comportamiento social que puede darnos las claves para
comprender aspectos importantes de su biologia reproductiva como el acceso a parejas sexuales
o posibles influencias en la calidad seminal. Anteriores descripciones de la estructura social en
los machos de oso pardo basados en la determinacion del sentido de la dominancia entre
interacciones agonisticas incluian un nimero bajo de machos adultos y ninguno de ellos habia
realizado un analisis cuantitativo de los determinantes de dominancia. En un grupo cerrado

como es el que habita en el Parque de la Naturaleza de Cabarceno, el analisis de las interacciones

110



El. Discusion

agonisticas demuestra por primera vez una jerarquia estable en el tiempo en el oso pardo, al
menos durante dos afos, para los 27 machos mayores de tres afios de la poblacién. Esta
poblacién, caracterizada por un elevado nimero de individuos y por la falta de informacidn de
la relacion de dominancia entre un nimero importante de pares de individuos, ha servido como
modelo para la mejora de los métodos de establecimiento de dominancia disponibles. La
implementacién del uso del lenguaje Python en el analisis basado en el método de Schmid & de
Vries (2013), ajustado a la posibilidad de situaciones de igualdad de dominancia, mejora la
agilidad del analisis y permite el establecimiento de grupos de dominancia en los que los
individuos son intercambiables cuando su situacion no permite determinar una relacién de
dominancia estrictamente lineal. Tal y como sugiere la bibliografia disponible, los osos
dominantes (N = 3) son mas propensos a mostrar su estatus, y la clase subordinada (N = 16) es
la mds numerosa, la que contiene a la mayoria de los subadultos y en la que existe una menor
incidencia de encuentros agonisticos decisivos de la relacién de dominancia. El andlisis
multivariante de diversos pardmetros morfométricos, asi como del comportamiento de
interrupcién de las montas de otras parejas y de la testosterona como principal modulador
endocrino clasifica a los machos en funcién de su situacion jerarquica. Las variables con mayor
peso especifico a la hora de explicar el estatus social de los machos son el peso corporal y la
frecuencia de participacion en interrupciones de montas, lo cual sugiere por un lado que el peso,
siempre que se tengan en cuenta sus variaciones estacionales, es el indicador mas fiable de
superioridad fisica por encima del tamafio de manos, pies y colmillos; y por otro, que el estatus
social favorece de forma directa el acceso a las hembras que se encuentran en la fase

sexualmente receptiva de su ciclo.

111






8. EXPERIENCIA 1

RITMO REPRODUCTIVO ANUAL DE LOS MACHOS DE 0OSO
PARDO (Ursus arctos)
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8.1. DISENO EXPERIMENTAL

El disefio experimental del estudio del ritmo reproductivo anual de los machos de oso pardo se
presenta a continuacién como la Tabla 11 y la Figura 7. Del mismo modo que para el estudio de
la estructura social, para su desarrollo se han utilizado dos tipos de metodologias: un estudio
etoldgico o comportamental y una toma de medidas y muestras bioldgicas bajo anestesia

general.

El estudio etoldgico incluyd pardmetros determinados mediante observacién ininterrumpida
durante dos horas (8 a.m. a 10 a.m.), siempre teniendo en cuenta que durante la observacion
no ocurriesen eventos antropoldgicamente mediados dentro del recinto de los osos. Se
registraron la presencia de individuos al comienzo y final de la observacion, asi como el nimero

de interacciones sexuales, agonisticas y de juego.

Para la toma de medidas y muestras biolégicas, se realizaron un total de 311 eventos anestésicos
o capturas sobre un total de 39 machos distintos. Las determinaciones de hormonas en sangre
se realizaron sobre 38 de esos individuos, mientras que los parametros del hemograma y

bioquimica sobre 32 y 30 de ellos, respectivamente.

Tabla 11. Disefio experimental del estudio del ritmo reproductivo anual de los machos de oso pardo en el
Parque de la Naturaleza de Cabarceno.

CONDICIONES DE Ne

MUESTREO INDIVIDUOS PARAMETROS EVALUADOS

METODOLOGIA CRONOLOGIA

Presencia total de osos en el “area de observacion” a las
8a.myalas10a.m.

Presencia de machos en el “drea de observacién” a las 8
a.myalas10a.m.

314 dias Interacciones sexuales en el “area de observacion” en las
o de ob ion. ) ici
5 afios e observacion Poblacign ~ 9ue participa una h'em.blja adul'ta e.ntre las 8 a.m: y 10
ESTUDIO Dos horas a.m.: fecha, hora, individuos implicados y patrén de
- (Eneroa . . completa !
ETOLOGICO . ininterrumpidas comportamiento.
diciembre) cada dia (74)
Interacciones agonisticas en el “drea de observacion”
(8a.m.al1l0a.m.) DA
entre las 8 a.m. y 10 a.m.: fecha, hora, individuos
implicados y patrén de comportamiento.
Interacciones amistosas en el “drea de observacion”
entre las 8 a.m. y 10 a.m.: fecha, hora, individuos
implicados y patrén de comportamiento.
15 afios Pardmetros morfométricos: peso (kg), eje longitudinal de
(Febrero a 311 capturas 39 ambos testiculos (cm), eje transversal de ambos
noviembre) testiculos (cm).
15 afios Hormonas en sangre: cortisol (ug/dL) y testosterona
272 ’
TOMA DE ;Ziit;r;r;r:) 72 capturas 38 (ng/mL).
MEDIDAS Y 9 afios
MUESTRAS Bioquimica sanguinea: proteinas totales (g/dL); glucosa
2 (Febrero a 238 capturas 32 .
BIOLOGICAS noviembre) (mg/dL); colesterol (mg/dL).
4 afios Hemograma: Eritrocitos (10%/ul); hemoglobina (g/dL);
h tocrito (%); pl tas (103/ul); | itos (103/ul);
(Febrero a 111 cappturas 30 emalo.crl ° M)’s P aquel as (. /ul); eaucou os /'ll )
octubre) neutrdfilos (103/ul); linfocitos (103/ul); monocitos

(103/ul); basdfilos (103/ul).
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Figura 7. Disefio experimental del estudio del ritmo reproductivo anual de los machos de oso pardo en el
Parque de la Naturaleza de Cabarceno.
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8.2. ANALISIS ESTADISTICO

Los parametros etoldgicos, morfoldgicos y endocrinos que caracterizan a los machos han sido
analizados aplicando un método lineal generalizado (procedimiento MIXED) con el fin de evaluar
el efecto de los periodos reproductivos. Del mismo modo, se ha aplicado un método lineal
generalizado (procedimiento MIXED) para analizar los parametros “nimero de montas” y

“testosterona” seguln quincenas.

Asimismo, un analisis de correlaciones (procedimiento CORR) fue aplicado para determinar la
relacidn lineal (coeficientes de Pearson) entre los pardmetros morfoldgicos y sanguineos

estudiados.
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8.3. RESULTADOS

Todos los machos participaron en interacciones sexuales, agresivas y de juego.

Durante los 314 dias de observacién entre enero y diciembre que constituyeron este estudio (5
afios; Tabla 4), se registraron un total de: 960 montas, 1299 interacciones agonisticas en las que
al menos uno de los participantes fue macho y 753 interacciones de juego en las que al menos
uno de los participantes fue macho. Los machos interactuaron de forma agresiva mas
frecuentemente con hembras que con machos, contabilizdndose 488 agresiones entre machos
(38 %), frente a las 811 observadas entre un macho y una hembra (62 %). De entre las agresiones
perpetuadas por un macho y una hembra, 47 de ellas (6 %) tuvieron como hembra participante
a una osa con un osezno dependiente. Contrariamente, los machos interactuaron de forma
amistosa mas frecuentemente con machos que con hembras, contabilizdndose un total de 597
juegos entre machos (79 %), frente a los 156 observados entre un macho y una hembra (21 %).
Anecdédticamente, de ellos tan sélo dos juegos fueron observados entre un macho y una hembra

con oseznos dependientes.

Los valores medios de los parametros del hemograma y bioquimica sanguinea, asi como de los

niveles séricos de hormonas (15 afos; Tabla 5), pueden consultarse en la Tabla 12.

Tabla 12. Valores medios de los parametros del hemograma y bioquimica sanguinea y de los niveles
séricos de testosterona y cortisol de los machos de oso pardo en el Parque de la Naturaleza de Cabarceno.

N Media + SEM  Min. - Max.
Eritrocitos (10%/ul) 111 6,8+0,1 2,9-10,9
Hemoglobina (g/dL) 111 16,8+0,3 7,4-26,8
Hematocrito (%) 111 46,7 £0,9 19,2-73,5
Plaquetas (103/ul) 97 364,3+13,7 24,0 -940,0
Leucocitos (103/pl) 111 10,3+0,4 2,3-43,0
Neutréfilos (103/ul) 83 7,6+0,3 2,5-18,1
Linfocitos (103/ul) 94 1,3+0,1 0,2-31
Monocitos (103/pl) 83 0,5%+0,0 0,0-1,9
Eosindfilos (103/ul) 83 0,8+0,1 0,0-3,5
Baséfilos (103/ul) 83 0,0+0,0 0,0-0,1
Proteinas totales (g/dL) 237 7,6%0,1 4,4-10,1
Glucosa (mg/dL) 202 127,5+2,7 64,2 - 299,3
Colesterol (mg/dL) 238 260,3+4,0 72,6 -454,0
Cortisol (png/dL) 232 3,6%0,3 0,0-27,3
Testosterona (ng/mL) 262 59%0,5 0,0-30,0
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8.3.1. Establecimiento de los periodos que definen el ritmo reproductivo

anual del oso pardo

A continuacién, se analizara la evoluciéon de la concentracion de testosterona y del nimero de

montas como base para delimitar periodos del ritmo biolégico anual del oso pardo.

8.3.1.1. Ritmo anual de la concentracion de testosterona sérica

Como puede apreciarse en la Tabla 13, la concentracidén de testosterona sérica (T) se mantuvo
en niveles bajos, menores de 5 ng/mL, desde junio hasta marzo (p > 0,05 entre todas las
quincenas de junio a marzo) y distintos o que tienden a ser distintos a los mostrados en abril y
mayo (p < 0,05 de las quincenas entre junio a marzo si los comparamos con Q07, Q08, Q09 y
Q10 excepto entre Q07 y Q17 (p = 0,07), y entre Q09 y Q22 (p = 0,05)). En abril, T tuvo una
evolucion ascendente, siendo la primera quincena de abril, es decir Q07, menor a las dos
quincenas siguientes (p < 0,01 con Q08 y p < 0,05 con Q09). Los niveles maximos del afio
sucedieron en Q08 y fueron estadisticamente mayores que el resto de quincenas (p < 0,05),

excepto que Q09 (p > 0,05).

8.3.1.2. Ritmo anual del comportamiento reproductivo

La fecha mas temprana en la que se observdé comportamiento de cépula que implicase a una
hembra adulta fue el 5 de marzo y la mas tardia el 23 de agosto. Sin embargo, las cépulas fueron
muy escasas durante la primera quincena de marzo y la Ultima de agosto, de forma que sdlo
fueron descritas en el 11 % y el 15 % de los dias de observacién, respectivamente (Figura 8).
entre marzoy agosto, se registré comportamiento sexual en 181 de los dias de observacion (72,1
%). En la Figura 8, el total de las sesiones de observacién en cada dia del afio se corresponde con
la suma de las observaciones con y sin montas para la misma, siendo 5 el maximo posible para
cada dia ya que el estudio tuvo 5 afos de duracién. El afio con una época reproductiva mas

extensa (2012) tuvo 157 dias de duracion desde la primera a la Gltima monta.

Como puede observarse en la Tabla 13, la segunda quincena de abril y el mes de mayo
registraron la mayor intensidad en las interacciones de monta (>5 montas/dia de observacion).
Si comparamos el nimero de dias con registro de nimero de montas (Figura 8) con su
intensidad, podemos ver cémo en las quincenas anterior (Q07) y posteriores (Q11, Q12) a este
pico de actividad sexual, aunque se observan montas en mas del 80 % de los dias de observacion,

el nUmero de montas en cada observacion se encuentra considerablemente reducido.
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Tabla 13. Variacion quincenal de la concentracidn de testosterona sérica (ng/mL) de los machos y del
numero de montas en el drea de estudio (observacién diaria entre las 8:00 a.m. y las 10:00 a.m.).

Concentracion de testosterona (ng/mL) Numero de montas
Numero . Numero de .
Quincena de Media + Minimo Maximo dias de Media + Minimo Maximo
SEM ., SEM
muestras observacion
Qo1 0 6 0,0+0,0 0 0
Q02 0 5 0,0+0,0 0 0
Qo3 4 0,4+0,2 0,0 0,7 4 0,0+0,0 0 0
Qo4 4 1,3+0,8 0,1 3,6 9 0,0+0,0 0 0
Qo5 10 2,4+1,3 0,0 13,6 18 0,1+0,1 0 1
Q06 12 3,3+0,9 0,5 11,2 20 0,8+0,3 0 4
Qo7 34 8,6+1,6 0,3 30,0 19 3,7£0,6 0 8
Q08 33 16,4 +1,8 0,7 30,0 26 7,0+£1,0 0 17
Q09 27 12,0+£1,9 1,4 30,0 23 6,6 £0,9 0 16
Q10 28 7,2+1,7 0,0 30,0 27 89+1,3 1 28
Q11 41 1,7+0,4 0,0 11,4 26 4,1+0,5 0 11
Q12 22 0,6+0,3 0,0 4,6 20 3,6+0,5 0 8
Q13 11 0,5+0,2 0,0 1,4 27 2,6+0,7 0 16
Q14 12 0,5+0,2 0,0 2,2 28 1,6+0,6 0 15
Qils 0 4 2,8+1,6 0 6
Qle6 4 0,1+0,1 0,0 0,3 13 0,2+0,1 0 1
Q17 2 0,4+0,4 0,0 0,8 4 0,0+0,0 0 0
Q18 3 0,3+0,3 0,0 0,9 5 0,0£0,0 0 0
Q19 9 0,9+0,8 0,0 6,9 5 0,0£0,0 0 0
Q20 5 0,0£0,0 0,0 0,1 4 0,0£0,0 0 0
Q21 0 3 0,0£0,0 0 0
Q22 1 0,7 0,7 0,7 5 0,0£0,0 0 0
Q23 0 5 0,0£0,0 0 0
Q24 0 8 0,0+0,0 0 0
Total 262 59+0,5 0,0 30,0 314 3,0£0,2 0 28
5 O Dias de observacién
con montas
4
© Dias de observacién
sin montas
3 ® o O (e](o] o0 O o
2 0@ OO ® GO © O oOMO OO o0a® (SGZO %)O o o
1 16 Gromdd@ S 008 & P 0P © 0D HOOWRREC SRS Coc® °aene
0

Marzo Abril Mayo Junio Julio Agosto

Figura 8. Distribucién temporal de los dias de observacién del total de las 251 sesiones de observaciéon de
2 horas de duracion (5 afos) realizadas durante la época reproductiva en el Parque de la Naturaleza de
Cabarceno para el estudio etolégico, en funciéon de si existid registro de montas.
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8.3.1.3. Delimitacion de los periodos que definen el ritmo reproductivo anual
del oso pardo

El analisis previo de la concentracidn de testosterona y del nimero de montas nos permite
delimitar 5 periodos diferentes en el ritmo bioldgico anual de los osos pardos (Figura 9),

denominados:

- "PreB" o periodo previo a la época reproductiva (Pre-Breeding): quincenas primera a cuarta;
- "EB" o periodo reproductivo temprano (Early Breeding): quincenas quinta a séptima;

- "PB" o periodo reproductivo central (Peak Breeding): quincenas octava a décima;

- "LB" o periodo reproductivo tardio (Late Breeding): quincenas undécima a decimosexta; y

- "PostB" o periodo posterior a la época reproductiva (Post-Breeding): quincenas

decimoséptima a vigesimocuarta.

Por tanto, la época reproductiva se encuentra dividida en tres periodos (EB, PB y LB), mientras
que la no reproductiva estd compuesta por los dos restantes (PreB y PostB). Asi, observamos
como el tercer y ultimo periodo de la época reproductiva tuvo la duracién de la mitad de la

misma, lo cual indica un comienzo de la reproducciéon mas brusco que su final.

20
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Figura 9. NiUmero de montas por observacion (N = 314 observaciones; 5 afios) y concentracion de
testosterona sérica (ng/mL) (N = 264; 15 afios), por quincenas, en la poblacidn de oso pardo del Parque
de la Naturaleza de Cabarceno (media = SEM). “PreB”: periodo previo a la época reproductiva; “EB”:
periodo reproductivo temprano; “PB”: periodo reproductivo central; “LB”: periodo reproductivo tardio;
“PostB”: periodo posterior a la época reproductiva.
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8.3.2. Descripcion de los periodos que definen el ritmo reproductivo anual

en los machos de oso pardo

El patron de comportamiento circadiano de la poblacién de oso pardo del Parque de la
Naturaleza de Cabarceno mostré un aumento de la presencia de osos en el area de estudio
comportamental desde las 8 a.m. hasta las 10 a.m (Figura A2). Este aumento sucedid en la
mayoria (98,4 %) de los dias de observacién, correspondiendo las Unicas excepciones a
observaciones realizadas en enero, en las que los valores de presencia de osos observados
fueron 0 o 1. Este hecho refleja el incremento de la concentracidon de animales en la zona a
medida que se desarrolla cada dia de observacién, propiciado por la cercania en el tiempo del

momento de la administracién de alimento.

A continuacidn (Tabla 14), se muestran las condiciones climaticas registradas para cada periodo
durante el estudio etoldgico. El periodo en el que se registraron maximas temperatura,
humedad relativa e insolacion fue LB, mientras que la época no reproductiva, y en especial PreB,
se caracterizaron por mayores registros de precipitaciones y menores de insolacidon y
temperatura.

Tabla 14. Pardmetros climaticos (media + SEM) durante el periodo de estudio etoldgico (5 afios). “PreB”:

enero y febrero, “EB”: marzo y primera quincena de abril; “PB”: segunda quincena de abril y mayo; “LB":
junio, julio y agosto; “PostB”: septiembre a diciembre.

Periodo Temperatura Precipitacion Humedad relativa Insolacion total

media (°C) (L/m2) alas 7 a.m. (%) diaria (h)

PreB 9,9+0,2 4,5+0,3 78,3+0,9 2,7+0,2
EB 12,1+0,2 3,1+0,2 79,1+1,0 5003
BS 14,8 £ 0,2 2,9+0,2 79,3+0,8 56+0,4
LB 19,6 +0,1 1,8+0,1 83,8104 6,8+0,3
PostB 15,2+0,2 3,9+0,2 79,6 £ 0,6 3,6+0,2
Total 15,0+0,1 3,2+0,1 80,3+0,3 4,7+0,1

8.3.2.1. Descripcion de las variaciones anuales en el comportamiento asociadas
a la estacionalidad reproductiva

Todos los tipos de comportamiento estudiados manifestaron diferencias estacionales, bien
entre todos los periodos descritos (presencia total de osos y presencia de machos; Figura 10) o
bien entre alguno de los los periodos descritos (comportamiento sexual (ICS; Figura 11);
comportamiento agresivo, tanto en el que participa al menos un macho (ICAu) como entre dos
machos (ICAm-m) (Figura 12); y comportamiento de juego, tanto en el que participa al menos un
macho (ICJm) como entre dos machos (ICJm-m) (Figura 13)). La Tabla A1 muestra la evolucidén de

todos los parametros etolégicos estudiados.
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Figura 10. Numero total de osos y nimero de machos presentes en el area de estudio a las 10 a.m. en la
poblacidn de oso pardo del Parque de la Naturaleza de Cabarceno (media + SEM). “PreB”: enero y febrero;
“EB”: marzo y primera quincena de abril; “PB”: segunda quincena de abril y mayo; “LB”: junio, julio y
agosto; “PostB”: septiembre a diciembre. Letras distintas (a, b) en el mismo parametro indican diferencias
significativas entre periodos (p < 0,05).
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Figura 11. indice de comportamiento sexual (ICS) en la poblacién de oso pardo del Parque de |la Naturaleza
de Cabarceno (media £ SEM). ICS = (S / (M+H)) / (M / H). S: Nimero de montas; M: Nimero de machos;
H: Nimero de hembras. “PreB”: enero y febrero; “EB”: marzo y primera quincena de abril; “PB”: segunda
quincena de abril y mayo; “LB”: junio, julio y agosto; “PostB”: septiembre a diciembre. Letras distintas (a,
b) en el mismo parametro indican diferencias significativas entre periodos (p < 0,05).
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0,7 -

Figura 12. indices de comportamiento agresivo (ICAm: indice de comportamiento agresivo de machos;
ICAm-m: Indice de comportamiento agresivo entre machos) en la poblacién de oso pardo del Parque de la
Naturaleza de Cabarceno (media = SEM). ICAv = Am / M; ICAm-m = Am-m / M. Am: NUmero de interacciones
agresivas en las que participa al menos un macho; M: Nimero de machos; Am-m: NUmero de interacciones
agresivas en las que los dos participantes son machos. “PreB”: enero y febrero; “EB”: marzo y primera
quincena de abril; “PB”: segunda quincena de abril y mayo; “LB”: junio, julio y agosto; “PostB”: septiembre
a diciembre. Letras distintas (a, b) en el mismo parametro indican diferencias significativas entre periodos
(p <0,05).
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Figura 13. indices de comportamiento de juego (ICJm: indice de comportamiento de juego de machos;
ICJm-m: indice de comportamiento de juego entre machos) en la poblacién de oso pardo del Parque de la
Naturaleza de Cabarceno (media + SEM). ICIm = Jm / M; ICIm-m = Jm-m / M. Jm: NUmero de interacciones de
juego en las que participa al menos un macho; M: Numero de machos; Jm-m: NiUmero de interacciones de
juego en las que los dos participantes son machos. “PreB”: enero y febrero; “EB”: marzo y primera
quincena de abril; “PB”: segunda quincena de abril y mayo; “LB”: junio, julio y agosto; “PostB”: septiembre
a diciembre. Letras distintas (a, b) en el mismo parametro indican diferencias significativas entre periodos
(p <0,05).
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Entre los periodos PostB y PreB, que constituyen la época no reproductiva, no se encontraron
diferencias significativas para ninguno de los tipos de comportamiento estudiados (sexual,
agresivo y de juego). Esta época no reproductiva se caracterizd por una presencia de machosy
de individuos totales muy baja (p < 0,01 con respecto a los periodos de la época reproductiva)
aunque significativamente mayor en PostB con respecto a PreB (p < 0,05 para la presencia de
machos y p < 0,01 para la presencia total) y por un nivel de interacciones amistosas mayor que
de interacciones agonisticas. El componente agonistico de los machos fue el mas bajo del afioy
practicamente nulo excepto para las interacciones entre machos y hembras en PostB. Por su
parte, durante la época no reproductiva el componente de juego de los machos fue similar al
periodo reproductivo inicial y tardio (p > 0,05 para PreB y PostB en comparacion con EBy LB en

todos los casos).

Durante el periodo EB, la presencia de machos en el drea de estudio crecié con respecto a PreB
(p < 0,01), y éstos siguieron participando en menor medida en interacciones agonisticas en
comparaciéon con las interacciones de juego. La frecuencia de actividad agresiva fue similar a
PostB en términos de agresividad general de los machos (p > 0,05) y a PreB para las agresiones
en las que sélo participan machos (p > 0,05). Por el contrario, la frecuencia de juego de los
machos fue similar a los dos periodos restantes que constituyen la época no reproductiva (p >

0,05).

El periodo PB se caracteriza por tener tendencia a una mayor presencia de machos en el drea de
estudio que en EB (p = 0,06). Los patrones de comportamiento sufrieron un cambio drastico,
invirtiéndose la proporcidn entre el comportamiento social agresivo y amistoso. Este periodo se
caracterizé por alcanzar los mayores niveles de comportamiento de monta y de agresion
intraespecifica de los machos, y los menores niveles de comportamiento de juego de los machos
con respecto a todos los periodos restantes del ciclo anual del oso pardo (p < 0,01 en todos los
casos). Esto sucedid tanto para el comportamiento agresivo y de juego en donde participa algun
macho como en donde sélo participan machos. La frecuencia de comportamiento de juego entre

machos fue practicamente inexistente durante PB.

Durante el periodo LB, se volvié a una frecuencia de actividad sexual similar a EB (p > 0,05). La
presencia de osos en el drea de estudio, tanto total como por sexos, fue la mayor observada (p
< 0,01 en todos los casos excepto para la presencia de machos entre EB y PB (p = 0,06)), con la
particularidad de que se trata del Unico periodo con una proporcién de individuos presentes en
el drea de estudio menor de machos que de hembras. Entre PB y LB, los machos redujeron su
agresividad significativamente tanto a nivel general como para el comportamiento agresivo

hacia otros machos (p < 0,01). A pesar de esta reduccidn, aun mostraron niveles importantes de
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agresividad, que para el caso de la agresividad general de los machos (ICAu) fueron mayores que
los que sucedieron en EB (p < 0,01). Sin embargo, el comportamiento agonistico exhibido hacia
otros machos sélo aumenté en forma de tendencia (p = 0,07) entre los periodos equivalentes al
comienzo y final de la época reproductiva. Por su parte, la frecuencia de comportamiento de
juego de los machos aumenté en LB con respecto a PB, tanto para el comportamiento de juego
en el que participa al menos un macho como para el comportamiento de juego en el que los dos
participantes son machos (p < 0,01 en ambos casos), aunque ésta aun fue menor que la

observada durante EB (p < 0,01).

8.3.2.2. Descripcion de las variaciones anuales en parametros morfolégicos y
fisiologicos asociadas a la estacionalidad reproductiva

Las Tablas A2, A3 y A4 y las figuras 14 a 18 muestran la evolucidén de todos los parametros

morfoldgicos y fisioldgicos estudiados.

Peso corporal y volumen testicular

Tanto el peso corporal como el volumen testicular experimentaron profundos cambios
graduales a lo largo del afo (Figura 14). Desde valores maximos durante la época no
reproductiva (PostB y PreB), el peso sufrié un descenso progresivo hasta su minimo al final de la
época reproductiva (LB). Durante el pico de actividad reproductiva (PB) y LB, sus valores fueron
similares (p > 0,05) e inferiores a los del resto del afio (p < 0,01 en todos los casos). El fin del
comportamiento sexual signific6 un aumento marcado en el peso de los osos, con diferencias
entre las medias de 80,2 kg (23,8 %) entre LB y PostB (p < 0,01). Durante esta época previa al
letargo invernal, el peso de los machos fue similar al exhibido en la época posterior al mismo (p
> 0,05), sin embargo, si fue significativamente mayor que en la época reproductiva (p < 0,01 en
todos los casos). El volumen testicular, por el contrario, mostrd sus cifras maximas durante la
época reproductiva central y minimas durante la época no reproductiva. Existié una correlacion
positiva (p < 0,01; r = 0,32) entre el volumen testicular y los niveles de testosterona (Tes_Log).
Si nos centramos sdélo en su evolucién durante la época reproductiva, podemos observar cdmo
en el volumen testicular la época reproductiva inicial (EB) y PB mostraron valores similares (p >
0,05) y significativamente mayores que los de LB (p < 0,05). Durante este final de la época
reproductiva, el volumen testicular no se vio significativamente alterado respecto a la época no
reproductiva, aunque si mostré una tendencia a ser menor que durante PreB (p > 0,05 para

PostBy p = 0,07 para PreB).
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Figura 14. Peso corporal y volumen testicular de los machos de oso pardo del Parque de la Naturaleza de
Cabarceno (media £ SEM). “PreB”: enero y febrero; “EB”: marzo y primera quincena de abril; “PB”:
segunda quincena de abril y mayo; “LB”: junio, julio y agosto; “PostB”: septiembre a diciembre. Letras
distintas (a, b) en el mismo pardmetro indican diferencias significativas entre periodos (p < 0,05).
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Figura 15. Concentracion sérica de testosterona y cortisol de los machos de oso pardo del Parque de la
Naturaleza de Cabarceno (media = SEM). “PreB”: enero y febrero; “EB”: marzo y primera quincena de
abril; “PB”: segunda quincena de abril y mayo; “LB”: junio, julio y agosto; “PostB”: septiembre a diciembre.
Letras distintas (a, b) en el mismo parametro indican diferencias significativas entre periodos (p < 0,05).

127



Ell. Resultados

Testosterona y cortisol

Los niveles hormonales en sangre mostraron variaciones estacionales estadisticamente
significativas para la testosterona (T), pero no para el cortisol (Figura 15). La concentracién de
testosterona fue similar entre PreB y EB (p > 0,05) y alcanzé sus niveles maximos durante la
época central de apogeo del comportamiento sexual, los cuales fueron estadisticamente
significativos a los del resto del afio (p < 0,01 en todos los casos). Entre PB y LB, T disminuyé
drasticamente (p < 0,01), de manera que también fue menor en LB que en EB (p < 0,01). Los
bajos niveles mostrados durante LB se mantuvieron estadisticamente similares durante la época

no reproductiva (p > 0,05 tanto entre LB y PostB como entre PostB y PreB y entre LB y PreB).

Hemograma y bioguimica

La evolucion de los parametros del hemograma y la bioquimica sanguinea puede observarse en

las Figuras 16, 17 y 18.

Los pardametros de la serie roja y plaguetaria no mostraron diferencias significativas durante la
época reproductiva (Figura 16). En la serie roja, tan solo pudo observarse una tendencia a la
disminucién en PostB para los eritrocitos (p = 0,08 entre LB y PostB) y la hemoglobina (p = 0,09
entre LB y PostB, y p < 0,05 entre EB y PostB). Las plaquetas también sufrieron un descenso
durante este periodo previo al letargo invernal, que en este caso si fue estadisticamente

significativo (p < 0,05).

La serie blanca, por su parte, si mostré cambios asociados a la estacionalidad reproductiva
(Figura 17). La evolucidon del promedio del nimero total de leucocitos, neutréfilos y monocitos
progresé paralelamente hasta septiembre, exhibiendo un patréon ascendente en sus
concentraciones desde el comienzo del afio hasta sus valores maximos coincidiendo en el pico
de actividad sexual, pero esta evolucién no fue estadisticamente significativa salvo para los
monocitos entre EB y PB (p < 0,05). Los valores de los tres parametros descendieron después de
forma significativa (p < 0,01 entre PB y LB tanto para leucocitos como neutréfilos y monocitos)
durante el resto de la época reproductiva (LB). Los eosindéfilos, por su parte, sufrieron una
evolucidn contraria, de forma que sus valores disminuyeron hasta minimos registrados en PB (p
= 0,11 entre PreB y EB; p < 0,01 entre EB y PB) y se recuperaron significativamente durante LB
(p < 0,01 entre PB y LB). Sin embargo, los cambios en el nimero de linfocitos circulantes sdélo
fueron significativos al comparar los decrecientes niveles entre el principio y final de la época

reproductiva (p < 0,05).
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Figura 16. Parametros de la serie roja y plaquetaria de los machos de oso pardo en el Parque de la
Naturaleza de Cabarceno (media + SEM). La graduacion del eje secundario (en azul) sélo se aplica para la
variable Plaquetas. “PreB”: enero y febrero; “EB”: marzo y primera quincena de abril; “PB”: segunda
quincena de abril y mayo; “LB”: junio, julio y agosto; “PostB”: septiembre a diciembre. Letras distintas (a,
b) en el mismo parametro indican diferencias significativas entre periodos (p < 0,05).
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Figura 17. Parametros de la serie blanca en machos de oso pardo en el Parque de la Naturaleza de
Cabarceno (media = SEM). La graduacion del eje de ordenadas izquierdo sélo se aplica a Leucocitos y
Neutréfilos. “PreB”: enero y febrero; “EB”: marzo y primera quincena de abril; “PB”: segunda quincena de
abril y mayo; “LB”: junio, julio y agosto; “PostB”: septiembre a diciembre. Letras distintas (a, b) en el
mismo parametro indican diferencias significativas entre periodos (p < 0,05).

129



Ell. Resultados

400 Glucosa (mg/dL) Colesterol (mg/dL)  ==ill=mProteinas totales (g/dL)

350 1 ab ab a / I |
+
300 A E

250 - I I r
200 A

150 - I I b ab
100 - T

50 -

I I T T 3

Figura 18. Parametros de la bioquimica sanguinea en machos de oso pardo en el Parque de la Naturaleza
de Cabarceno (media = SEM). La graduacidon del eje horizontal secundario sélo se aplica a proteinas
totales. “PreB”: enero y febrero; “EB”: marzo y primera quincena de abril; “PB”: segunda quincena de abril
y mayo; “LB”: junio, julio y agosto; “PostB”: septiembre a diciembre. Letras distintas (a, b) en el mismo
parametro indican diferencias significativas entre periodos (p < 0,05).
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La bioquimica sanguinea mostrd diferencias para la concentracién de proteinas totales, glucosa
y colesterol circulantes asociadas a la estacionalidad reproductiva (Figura 18). Ademas, los
valores de glucosa sanguinea presentaron una correlacién positiva con el peso corporal (p <
0,01; r = 0,40), y los de colesterol una correlacidon negativa con los niveles de testosterona
(Tes_Log) (p < 0,01; r = -0,48). Tanto los niveles de proteinas como de colesterol exhibieron sus
valores minimos durante PB, aunque entre EB y PB esta disminucidon sélo fue diferente
estadisticamente para el colesterol (p < 0,05). Después, ambos aumentaron con respecto a LB,
(p < 0,01 para ambos). La concentracion maxima de colesterol en sangre se observé durante
PostB (p < 0,01 con PreB, EB y PB; y p < 0,05 con LB). Los niveles minimos de glucosa, sin
embargo, se observaron en LB (p < 0,01 con el resto de periodos), tras un descenso marcado y
significativo durante toda la época sexual (p < 0,01 entre EB y PB). La glucosa aumentd

posteriormente durante PostB con respecto a LB (p < 0,01).
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8.4. DISCUSION

8.4.1. Establecimiento de los periodos que definen el ritmo reproductivo
anual del oso pardo

La época reproductiva es el evento principal que modula el ciclo bioldgico durante la fase activa
anual en el oso pardo. En este trabajo, hemos estudiado la variaciéon intraanual de la
testosterona, principal hormona reproductiva en los machos, asi como del comportamiento de
monta como indicador de comportamiento reproductivo, el cual implica tanto hembras como
machos receptivos sexualmente. Debido a la evolucién bifdsica de ambos parametros, la division
de la época reproductiva se ha basado en la demarcacién de un periodo intermedio en el que se
observan los niveles maximos actividad reproductiva. El uso de informacidn referente a distintos
afnos ha permitido disminuir posibles efectos interanuales en la cronologia del ritmo bioldgico

anual del oso pardo.

8.4.1.1. Ritmo anual de la concentracion de testosterona sérica

Hasta la fecha, han sido varios los estudios que han encontrado elevadas concentraciones de
testosterona sanguinea entre febrero y junio, pero mas frecuentemente durante la primavera,
en diferentes subespecies de oso pardo (Anel-Lépez et al., 2017b; Gomes-Alves et al., 2011;
Tomiyasu et al., 2021; Tsubota & Kanagawa, 1989; White et al., 2005). Resultados similares se
han obtenido tras la medicién de testosterona en pelo (Cattet et al., 2017). En general, la
evolucidn de la testosterona en los osos del Parque de Cabarceno coincide con los cambios
bifasicos descritos en la mayoria de datos previos en el oso pardo, con una curva ascendente
hasta maximos que en los osos de Cabarceno se dan en la segunda quincena de abril, y una
disminucidn posterior hasta recuperar niveles basales. De la literatura citada, todos los estudios
que incluyeron muestras en abril (Anel-Lopez et al., 2017b; Cattet et al., 2017; Gomes-Alves et
al., 2011; Tomiyasu et al., 2021; Tsubota & Kanagawa, 1989) sefialan que los niveles maximos
de testosterona encontrados se produjeron al menos en parte durante el mes de abril, lo que
concuerda con nuestros resultados. Encontramos, por tanto, que, en los datos aqui presentados
para los machos del Parque de Cabarceno con muestras obtenidas durante 15 afios y con la
quincena como unidad temporal, el valor promedio maximo de testosterona sanguinea
coincidiria en el tiempo con lo descrito en la bibliografia hasta el momento, a pesar de que las
unidades temporales de andlisis utilizadas previamente son muy dispares. Algunas de estas
aproximaciones simplemente sefialaron el mes de maxima testosterona registrada (Tsubota &

Kanagawa, 1989) o indicaron comparaciones agrupando meses sin establecer ningun criterio
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para su agrupacion (White et al., 2005), mientras que otros realizaron un acercamiento a
distinguir periodos temporales de distinta denominacién sin aludir a la metodologia que da lugar
a su delimitacién (Cattet et al., 2017; Gomes-Alves et al., 2011; Tomiyasu et al., 2021). Respecto
a antecedentes sobre niveles de testosterona en los osos del Parque de Cabdrceno, los primeros
datos publicados incluyeron sélo 6 osos diferentes, y una clasificacion cronolégica no
determinada mediante métodos estandarizados (Gomes-Alves et al., 2011). Posteriormente,
Anel-Lépez et al. (2017b) mostraron resultados de manera quincenal: la ampliacién del tamafio
muestral en su caso, que implica la disminucién de la influencia de otros factores ambientales o
dependientes del individuo, mostré una evolucion muy similar a la de nuestro trabajo, con

valores promedio superiores a 5ng/mL sélo durante ambas quincenas de abril y de mayo.

8.4.1.2. Ritmo anual del comportamiento reproductivo

La definicién de comportamiento reproductivo en este estudio debe ser tenida en cuenta a la
hora de la interpretacion de los resultados obtenidos y de su comparacion con la informacion
cientifica disponible hasta el momento. Algunos autores (Fernandez-Gil et al., 2006) han
considerado como comportamiento sexual simplemente la interaccién entre dos individuos de
distinto sexo, pero dadas las especiales circunstancias de concentracion de individuos en el
Parque de Cabdrceno, la valoracién de cortejos y parejas que permanecen juntas queda muy
dificultada en nuestro estudio, por lo que sdlo se ha considerado la copula como indicativa de

comportamiento reproductivo.

Con una época reproductiva de 157 dias de duracién en el afio 2012 para los osos pardos del
Parque de Cabarceno, los datos aqui presentados difieren tan sélo 6 dias con los de la época
reproductiva mas dilatada registrada, que ha sido descrita recientemente en la Cordillera
Cantdbrica con 163 dias de duracion (Blanco et al., 2022). Estas nuevas aportaciones suponen
una gran diferencia en cuanto a los conocimientos preestablecidos sobre la cronologia del
comportamiento sexual en la especie (Garcia-Rodriguez et al., 2020). Ademas, nuestros datos
confirman que los osos pardos del Parque de Cabdrceno son la poblacién estudiada con un
comienzo mas temprano de la época reproductiva (Garcia-Rodriguez et al., 2020), en concreto
el 5 de marzo. Hasta la reciente publicacién de los datos aportados por Blanco et al. (2022), que
describen una monta el 28 de marzo, nunca antes se habian descrito montas en el mes de marzo
en el oso pardo silvestre (Garcia-Rodriguez et al., 2020). Respecto a la escasez de montas al
comienzo y final de la época reproductiva en Cabarceno, debe puntualizarse que las

interacciones sexuales de la primera quincena de marzo y Ultima de agosto se corresponden con
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cuatro eventos en los que o bien no hubo penetracion (N = 1) o bien tuvieron menos de un
minuto de duracidn. Por tanto, el significado de esos comportamientos puede ser ampliamente
discutido ya que la probabilidad de cépula efectiva con eyaculacién es nula o muy baja, pero
siempre podremos considerarlos como indicativos de la receptividad de las hembras en
términos de tolerar una posicion de monta. Por otra parte, y aunque debemos tener en cuenta
que la menor intensidad de observacion se dio en esa época del afio, no se registraron montas
en otofo, las cuales si han sucedido anecddticamente en otras poblaciones de muy distinta
distribucidon geografica: Canada (Nevin & Gilbert, 2005), Japdn (Kohira & Mori, 2010) e ltalia
(Tosoni et al., 2011). En este punto debe mencionarse que no existieron casos de muerte de
oseznos de menos de un afio en Cabarceno durante el otoino de ninguno de los afos estudiados,
y por tanto estos datos reforzarian la hipdtesis de que los casos de montas en otofio descritos
en otras poblaciones puedan deberse a estros generados tras la pérdida completa de una

camada.

Las referencias a cuantificaciones de la intensidad en la actividad sexual son escasas y de variable
resultado en el oso pardo, pero disponemos de datos sobre la distribucién temporal de las
montas en la Cordillera Cantdbrica. En la subpoblacién occidental de la Cordillera Cantabrica,
Fernandez-Gil et al. (2006) describieron registros de montas en la segunda quincena de abril (N
= 1), mayo (N =4y N =5 para ambas quincenas, respectivamente) y primera quincena de junio
(N = 2). El comportamiento de cortejo también es mds frecuente en mayo en la Cordillera
Cantdbrica (Palomero et al., 2011). Por tanto, el pico de actividad sexual sucede a priori durante
mayo, lo cual coincidiria en parte con lo observado en el Parque de la Naturaleza de Cabarceno,
donde la maxima frecuencia de montas tiene lugar en la segunda quincena de abril y en el mes
de mayo. Por el contrario, en la poblacidn de oso pardo americano de Yellowstone las montas
fueron mas frecuentes durante junio, concretamente la segunda quincena de junio (Craighead
et al., 1995a; Hornocker, 1962). En otras poblaciones cautivas, la frecuencia de los estros es
variable segun localizaciones, de forma que el estro fue mas frecuente en mayo para osos que
habitaban en San Diego, coincidiendo parcialmente con nuestros resultados, pero sin embargo
fue mas frecuente en junio o en mayo y junio para dos poblaciones que habitaban en Alemania
(Spady et al., 2007). Ademas, en nuestro caso encontramos que la época reproductiva es mas
abrupta en su comienzo que en su final. Este hecho podria explicarse por diferencias en la
cronologia de la receptividad de las hembras. Sin embargo, debido a que la intensidad del
comportamiento reproductivo se mide en nimero de montas, otra hipotesis plausible seria que
la intensidad en el nUmero de montas dependiese mas de diferencias en la promiscuidad, en

uno o ambos sexos, o incluso de la duracidn de las montas, segin el momento dentro de la
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época reproductiva. Esta ultima hipdtesis podria descartarse en nuestro caso debido a un
estudio previo que no pudo demostrar diferencias en la duracién de las montas de la poblacién

de oso pardo de Cabarceno segiin el momento de la época reproductiva (Manrique et al., 2012).

Entre las posibles causas de haber encontrado en Cabarceno la poblaciéon de oso pardo con una
época reproductiva extensa, la mas temprana de las anteriormente descritas y caracterizada por
un pico de actividad sexual similar al de la Cordillera Cantdbrica pero también ligeramente mas
dilatado y temprano, deben incluirse factores ambientales, sociales, nutricionales y relacionados
con la intensidad de muestreo. En primer lugar, debe subrayarse el excepcional nimero de
montas registradas en el Parque de la Naturaleza de Cabdrceno. Parece obvio que las
probabilidades de un encuentro entre individuos de ambos sexos, irrevocablemente
aumentadas en condiciones de mayor densidad poblacional, y su disponibilidad fisiolégica para
el acto sexual determinardn en ultima instancia el nimero de montas y su cronologia. Sin
embargo, la descripcion de estas montas se ve profundamente influenciada por la facilidad para
su registro por parte de un observador. Debemos tener siempre en cuenta la intensidad y
condiciones de muestreo como aspectos que influyen en los datos utilizados para la
caracterizacion de la época reproductiva de una poblacién. En los estudios en los que todos los
animales no son observados de forma ininterrumpida durante la totalidad de la época
reproductiva, la falta de registros de comportamiento sexual no significa la ausencia del mismo.
Por ello, los datos aqui aportados cobran una especial importancia en términos del elevado
numero de horas de observacién en las que ha existido observacién directa de osos, la cual esta
dificultada enormemente en condiciones de libertad. Por otra parte, a menudo en el oso pardo
se asume el fotoperiodo como principal determinante de la cronologia de la época reproductiva
(Spady et al., 2007), pero los factores determinantes de la misma no han sido debidamente
estudiados. La duracidn y pico de la época reproductiva de la poblacién de osos de Cabarceno
es en parte coincidente con la descrita para la poblacién silvestre mas cercana, la de la Cordillera
Cantdbrica, con la cual comparte similitudes en cuanto a latitud y fotoperiodo, pero existen
diferencias en cuanto a que Cabdrceno se encuentra a menor altitud. Sin embargo, Garcia-
Rodriguez et al. (2020) no encontraron diferencias en la duracidn de la actividad reproductiva
en el oso pardo asociadas a la altitud en una revisién de las distintas poblaciones estudiadas en
las ultimas décadas. De hecho, no encontraron relacion entre la duracion de la época
reproductiva con la latitud, altitud ni fotoperiodo, posiblemente debido a artefactos
relacionados con la falta de registro de interacciones sexuales por las dificultades de la
observacién en condiciones de campo y las caracteristicas oportunistas de muchos de los

registros. En su lugar, Garcia-Rodriguez et al. (2020) si describieron cémo el comienzo de la

134



Ell. Discusion

misma ocurre antes en las poblaciones que habitan a menor latitud, y explicé los datos de inicio
temprano de las montas obtenidos en la Cordillera Cantabrica en base a la existencia de
caracteristicas climdticas benignas en condiciones de baja latitud, las cuales se verian incluso
mejoradas en el Parque de la Naturaleza de Cabarceno. Aspectos sociales podrian asimismo
influir en la receptividad de los individuos hacia un encuentro sexual, e incluso en la duraciéon de
las copulas. Por ejemplo, en el grupo de oso pardo de Cabarceno variaciones en la duracién de
las montas han sido encontradas en funcién de la edad pero no del momento de la época
reproductiva (Manrique et al., 2012). Por otra parte, una cierta forma de supresion sexual de
origen social ha sido demostrada en las hembras de oso pardo (Stgen et al., 2006). En machos,
datos referentes a un monopolio reproductivo por parte de algunos individuos también apuntan
a este fenédmeno, asi como la existencia de diferentes estrategias reproductivas con una base
aparentemente modulada por la jerarquia social. Por otra parte, el estro en las hembras ha
demostrado ser altamente variable tanto entre hembras como interanualmente (Steyaert et al.,
2012) y existen numerosos aspectos del mismo que aun deben ser objeto de intensa
investigacion. La duracidn del estro de cada hembra y la sincronia o asincronia del conjunto de
estros de todas las hembras de la poblacidn jugara un papel fundamental en las fechas en las
que se producird un nimero mayor de montas en la poblacién. Por ultimo, cabe mencionar que
quizas factores genéticos podrian verse también involucrados en la modulacidn de la cronologia
reproductiva. Sin embargo, debemos recordar que la poblacién de osos de Cabarceno y la que

habita la Cordillera Cantabrica no comparten el mismo origen genético.

8.4.1.3. Delimitacion de los periodos que definen el ritmo reproductivo anual
del oso pardo

En este trabajo, el ritmo bioldgico anual del oso pardo ha quedado definido en cinco unidades
temporales denominadas “periodos”, en los que sdlo durante los tres centrales existe
comportamiento reproductivo. Las tres quincenas en las que se manifiestan maximos de
actividad sexual muestran asimismo niveles elevados de testosterona. Ademas, encontramos
que la quincena previa (primera del mes de abril) también se caracteriza por altas
concentraciones de testosterona. No obstante, el hecho de que su concentracién de
testosterona difiera estadisticamente de la de las dos quincenas siguientes, sumado a una
menor actividad sexual observada, ha significado su inclusion en el periodo reproductivo inicial,
como un momento de transicion entre ambos, pero mas definido por los eventos bioldgicos que
suceden al principio de la época reproductiva. Ante la falta de antecedentes previos en la

division de la época reproductiva en el oso pardo, la nomenclatura utilizada para denominar sus
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periodos ha sido la previamente utilizada por Aitken-Palmer et al. (2012) para oso panda. El
trabajo de Aitken-Palmer et al. (2012) es ademads, segun nuestro conocimiento, el Unico que
aporta datos sobre intensidad de la época reproductiva mediante datos comportamentales y
hormonales en una misma poblacidn de Ursidos. Mientras que en 0so pardo los maximos niveles
de testosterona sanguinea en los machos de Cabarceno se producen al comienzo del periodo
central de la época reproductiva y por tanto coincidiendo con la que se considera ya maxima
intensidad en el comportamiento reproductivo (>5 montas/observacion), en el oso panda por el
contrario, aunque no existe un analisis estadistico asociado a las medias semanales, las maximas
concentraciones de testosterona se observaron inmediatamente antes del pico de actividad
reproductiva y al comienzo del mismo de forma que ésta disminuye progresivamente a lo largo
de toda la época reproductiva. En el oso panda por tanto parece que existe una ligera asincronia
entre la funcién reproductiva masculina y la receptividad femenina que no sucede en la
poblacién de oso pardo de Cabdrceno. Ante las dificultades para obtener datos suficientes y
fiables de comportamiento sexual que definan la época reproductiva de las distintas poblaciones
de oso pardo, la medicidn del nivel de testosterona en los machos, cuyos maximos son casi
coincidentes con el pico de actividad reproductiva, se presenta como una herramienta muy util

para la identificacion de la época reproductiva central con indudables ventajas practicas.

A pesar de su extensidn e importancia, anteriores aproximaciones a sefialar periodos en el ritmo
bioldgico anual del oso pardo no habian considerado la division de la época reproductiva (Cattet
et al., 2017; Tomiyasu et al., 2018). Segln nuestro conocimiento, esta es la primera vez que se
delimita el ritmo biolégico anual del oso pardo sobre la base de patrones etoldgicos y fisiolégicos

reproductivos objetivos.

8.4.2. Descripcion de los periodos que definen el ritmo reproductivo anual
de los machos de oso pardo

A pesar de que las condiciones climaticas del area donde habita la poblacién de osos del Parque
de la Naturaleza de Cabarceno son mas suaves en comparacién con la mayoria de poblaciones
de osos en libertad, existen marcadas diferencias asociadas a la estacionalidad reproductiva en
todos los comportamientos (presencia de individuos, comportamiento reproductivo, agonistico
y juego), en los parametros morfoldgicos (peso corporal y volumen testicular), y en la mayoria
de parametros fisiolégicos estudiados. Tan sélo el hematocrito, el nimero de eritrocitos y la
concentracién de cortisol no muestran diferencias significativas entre los cinco periodos que

definen el ritmo reproductivo anual del oso pardo.
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8.4.2.1. Descripcion de las variaciones anuales en el comportamiento asociadas
a la estacionalidad reproductiva

Una vez caracterizada la compartimentalizacidn de la ciclicidad anual del oso pardo, ésta ha sido
descrita en base a aspectos comportamentales, en concreto a la afluencia al lugar de estudio y
al comportamiento social, tanto de naturaleza agonistica como amistosa. Para tal fin, es
imprescindible utilizar un nimero de individuos amplio como el que ofrece el grupo de osos del
Parque de Cabarceno debido a las diferencias individuales que exhiben los osos pardos en este
tipo de comportamientos (Fagen & Fagen, 1996). Enfrentamientos agresivos en su sentido mas
amplio y juegos intraespecificos han recibido una reducida atencién en el oso pardo, en parte
por la dificultad para el registro de eventos de este tipo en condiciones de libertad. Por ello, los
datos aqui presentados suponen, en muchos de sus aspectos, informacién novedosa que, una
vez interpretada en funcién de las caracteristicas y forma de vida de los osos de la poblaciéon
estudiada, pueden servir como base para la comprensién de los escasos datos de los que se

dispone en individuos de vida silvestre.

Presencia de osos en el drea de estudio

La presencia en el drea de estudio es un pardmetro cuyas variaciones, en el contexto de la
poblacién de osos del Parque de la Naturaleza de Cabarceno, responde a una etiologia

multifactorial.

Respecto a las variaciones circadianas, encontramos que en poblaciones en libertad se han
descrito patrones de actividad de caracter crepuscular en la Cordillera Cantabrica o nocturno en
otras poblaciones de Europa (Clevenger et al., 1990), pero en general muy variables a lo largo
de su rango de distribucién. Sin embargo, en la poblacion estudiada, el pico de actividad en el
area de estudio se registra durante la administracion de alimento por parte de los cuidadores
(datos propios no publicados). Esta administracidn sucede en el area de estudio después de las
sesiones de observacion para toma de datos etoldgicos, y por lo tanto el aumento de
concentracién de osos a medida que avanzan las dos horas de observacion incluidas en cada
sesion diaria de observacion responde al posicionamiento de los osos en lugares preferentes
para acceder a los alimentos que van a ser suministrados. La gran extension del drea de
observacién permite la agregacion circunstancial de un gran numero de individuos de distintas

edad, sexo y estatus social.

Las principales hipdtesis sobre las causas de variacién anual de osos en el area de estudio son
cambios en la actividad y en el apetito: el letargo invernal o su proximidad podrian disminuir su
presencia en el drea, mientras que un aumento del apetito promoveria la estancia de los osos

en el drea de estudio ya que, como comentabamos anteriormente, ésta coincide con el area de
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alimentacién y ademas las sesiones de observacion se realizan inmediatamente antes de la
misma. Los valores minimos de presencia de individuos suceden durante los meses de invierno,
en los cuales no cesa por completo la administracidon de alimento, lo cual coincide con las
drasticas disminuciones de actividad que experimentan los osos pardos en libertad durante el
letargo invernal. Los datos no permiten realizar una comparativa de la duracién del letargo de
los osos de Cabarceno, ya que las diferencias en el comportamiento entre animales durante el
invierno obligan a que, para su determinacidn, se necesitase otro tipo de monitorizacion a nivel
de individuo. En todo caso, los cambios en la presencia de individuos en el area de observacion
en los meses mas frios son progresivos, tanto en cuanto a su disminucidn previa como aumento
posterior, lo cual coincide con los estados de actividad intermedia descritos en libertad
(Gonzalez-Bernardo et al.,, 2020; Nelson & Robbins, 2010; Nelson et al.,, 1983) y con los
descensos paulatinos de actividad descritos en osos escandinavos antes de la entrada a la osera
(Friebe et al., 2001). Aunque la reduccidn en el nimero de osos observados durante el invierno
se puede explicar en parte por disminuciones en la actividad general, no debemos olvidar que
los valores de presencia de individuos expresan el nUmero de osos en un lugar de concentracidn
de recursos alimenticios y por tanto cabe esperar que se vean influenciadas por las variaciones
anuales en el apetito. Estos cambios en el apetito explicarian el incremento registrado durante
el final de la época reproductiva, y por tanto sefalarian esa época como la de comienzo de la
hiperfagia. De esta forma, el drea de observacidon funcionaria como lugar de agregacién de
animales durante la hiperfagia previa al invierno, al menos en los momentos previos a la
administracién de alimento, del mismo modo que Ruiz-Villar et al. (2019) describieron una
agregacion de osos durante el periodo de hiperfagia en un robledal de la Cordillera Cantabrica.
Los niveles moderados de presencia a partir de septiembre contrastan con la informacién de
otros autores que equiparaban los valores de actividad del verano con los del otofio en
condiciones de libertad (Clevenger et al., 1990; Roth, 1983; Roth & Huber, 1986). En libertad, la
explicacion mas plausible para niveles sostenidos de actividad durante el otofo seria la
busqueda de alimento y, por tanto, esta evolucidn seria indicadora de un elevado apetito. Sin
embargo, los osos del Parque de la Naturaleza de Cabdarceno frecuentan menos el area de
alimentacién durante el otofio, hecho que puede reflejar un estado corporal satisfactorio en
términos de grasa corporal propiciado por la administracion aumentada de alimento en las
semanas previas. Otra posible hipdtesis para el aumento de la presencia de osos en el area de
observacién durante el final de la época sexual seria el uso de dicha area con fines reproductivos.
No debemos olvidar que se han descrito zonas de concentracién de actividad sexual para osos
cantdbricos (Fernandez-Gil et al., 2006), y dependiendo de si tal fendmeno existiese en la

poblacién estudiada y de si dichas zonas se encontrasen dentro del drea de observacién o no,
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podria existir una influencia de la actividad sexual en la presencia de individuos. Por el contrario,
la época reproductiva también podria ejercer una influencia negativa en el nimero de animales
en el drea de estudio debido a la actividad de busqueda de pareja sexual. En Cabdrceno, los
registros de actividad sexual en la época de mayor afluencia de osos al drea de estudio se ven
disminuidos con respecto a quincenas anteriores caracterizadas por una menor afluencia de
osos al area, y por tanto no parece existir una relacién positiva entre la intensidad en la actividad

sexual y la afluencia de osos al drea de observacion.

Comportamiento agresivo

Del mismo modo que para el comportamiento sexual, todos los machos de oso pardo del Parque
de la Naturaleza de Cabarceno exhiben comportamiento agresivo y su frecuencia experimenta
profundos cambios a lo largo del ciclo anual. Es importante destacar la importancia de estos
resultados, ya que la mayoria de referencias directas a comportamientos agresivos se
corresponden con observaciones sesgadas en el tiempo, mds cominmente asociadas a épocas
de abundancia de salmén en los rios, y por tanto este estudio supone la primera cuantificacién
de las variaciones en la agresividad en el oso pardo descrita para una misma poblacién durante
al menos un afio. Debido a la orientacién del presente trabajo hacia el estudio de la influencia
de la estacionalidad reproductiva, se ha intentado minimizar al maximo la influencia de otros
posibles factores condicionantes como el sexo, densidad de animales, de recursos alimenticios,
o la necesidad de establecimiento de dominancias. Para ello, se ha estudiado solamente el
comportamiento de los machos en una poblacién lo mas estable posible en cuanto a nimero de
animales y disponibilidad de alimento, que ocupa una superficie fija y cuya estructura jerarquica
ha demostrado estabilidad interanual al menos a corto plazo. Sélo en una poblacién cautiva
podrian restringirse dichos factores hasta los niveles expuestos. Sin embargo, hay que tener en
cuenta que la agresividad intraespecifica podria verse aumentada debido a la restriccion del
espacio inherente al manejo en cautividad (Ottewell, 2016). Por tanto, aunque los resultados
aqui expuestos tienen un gran valor para estudios comparativos, los niveles de intensidad

general en el comportamiento agonistico deben quedar siempre sujetos a interpretacion.

En el Parque de la Naturaleza de Cabarceno, los machos de oso pardo muestran mayores indices
de agresividad en la época reproductiva pero sélo a partir del pico de actividad sexual (BS). Esto
coincide en parte con las escasas y en ocasiones poco contrastadas afirmaciones encontradas
en la literatura cientifica que sefialan la reproduccién como momento de mayor agresividad en
el oso pardo (Egbert et al., 1976; Hornocker, 1962). En primer lugar, como ya hemos
mencionado, la mayoria de referencias en la bibliografia sobre eventos agonisticos se describen

en Norteamérica durante el desove del salmdn, es decir en verano, y por tanto coincidiendo con
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la época mas asociada a la actividad sexual en oso grizzly en libertad. Egbert et al. (1976)
afirmaron que incluso los individuos con menores niveles de agresividad, es decir los de posicidn
mas baja en la piramide jerarquica, se mostraron extremadamente agresivos cuando se
encontraban asociados a una hembra en celo. Una mayor expresion de la agresividad es comun
en los machos de especies con reproduccidn estacional (Bouissou, 1983). Ademads, tanto una
mayor presencia de cicatrices recientes, presuntamente infringidas en eventos agonisticos
intraespecificos (Egbert et al., 1976; Hornocker, 1962; Pulliainen et al., 1984), como una mayor
intensidad en el marcaje (Tomiyasu et al., 2018) en periodos con actividad reproductiva apoyaria
el aumento sugerido de interacciones sociales de caracter agresivo en la especie durante la
misma. Los datos aqui presentados muestran que, en el comienzo de la época reproductiva aun
no existe un aumento significativo de la agresividad de los machos con respecto al periodo
inmediatamente anterior. Es posible que, en otras poblaciones no cerradas, tras el letargo
invernal y en especial al comienzo de la época reproductiva, pudiese exhibirse una mayor
agresividad entre machos debido al encuentro entre osos de relacién jerarquica no establecida.
Esta hipdtesis necesitaria ser contrastada con futuras investigaciones. En Cabdarceno, donde la
jerarquia es estable y no se reestablece sistematicamente con periodicidad anual, esto no

ocurre.

La mdxima expresion de agresividad en los machos sucede en el momento de mayor actividad
sexual, es decir al final de abril y en mayo, para disminuir después al final de la época
reproductiva. El estudio de los patrones motores de comportamiento agresivo mostrado por
Stonorov & Stokes (1972) coincide también en esta direccion, mostrando que a medida que
avanzaba el verano estos patrones variaron hacia comportamientos que expresan un menor
nivel de agresividad. Por otra parte, resulta llamativo que el indice de interacciones agresivas
protagonizadas sélo por machos (ICAm-m) presenta valores similares al comienzo y al final de la
época reproductiva, indicando probablemente un nivel de competencia por las hembras similar.
El aumento del comportamiento agresivo total (ICAw) durante LB podria explicarse en base a
una tendencia hacia una mayor agresividad entre los machos y las hembras sin crias al final de
la época reproductiva, es decir, aquellas disponibles sexualmente. No se han encontrado datos
que soporten este hecho en otras poblaciones, ya que el comportamiento agresivo entre
individuos de distinto sexo no considerados presuntos intentos de infanticidio ha sido objeto de
escaso analisis. La interpretacion de estos resultados es por tanto una hipdtesis novedosa que
consistiria en considerar la mayoria de interacciones agonisticas entre un macho y una hembra
como un reflejo de rechazo sexual por parte de estas Ultimas. Esto contrasta abiertamente con

la afirmacién de Bellemain, et al. (2006b), quienes, aunque apuntando a la dificultad para su
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documentacion, afirmaron no haber observado ni tener conocimiento de observaciones de una
hembra rechazando a un macho de oso pardo. En el grupo de osos estudiado en este trabajo,
sin embargo, es comun la interpretacién como rechazo sexual de interacciones en las que el
macho es el que se acerca a la hembra con actitudes y comportamientos propios del cortejoy a
las que la hembra responde de manera agresiva o evasiva. El rechazo de las hembras a los
intentos de cépula de los machos seria, segun esta teoria, mayor tras el pico de actividad sexual,
hecho en cuya explicacion podrian jugar un papel fundamental el nimero de hembras
sexualmente disponibles, la actitud de las hembras sexualmente no disponibles, y/o la
insistencia y actitud de los machos. Cabria esperar que mayores niveles de testosterona en los
machos aumentasen su interés en las hembras y por tanto las posibilidades de rechazo por parte
de las mismas en épocas fuera del pico de actividad sexual, pero sin embargo los machos de oso
pardo no muestran niveles elevados de testosterona durante la época reproductiva tardia. El
estudio de la receptividad en las hembras y de sus niveles hormonales podria ayudar a la
comprension de este fendmeno. Cabe considerar un ultimo factor como posible modulante
parcial de la agresividad, que es la competencia por el alimento, y que tedéricamente aumentaria
durante la hiperfagia que tiene lugar desde las ultimas semanas de la época reproductiva hasta
la entrada en la osera para el letargo invernal. A pesar de que la administracion de comida es
considerada una fuente de enfrentamientos en cautividad (Koene et al., 2002; datos propios no
publicados), su influencia en los niveles de agresividad de los machos durante las 8 a.m. y las 10
a.m., previamente a que la racién diaria sea administrada, parece reducida, ya que no impidié
ni el descenso de agresividad entre machos observado al final de la época reproductiva ni la

drastica disminucion registrada en la época previa al invierno.

La influencia de las hormonas sexuales en el comportamiento agresivo de los machos de oso
pardo queda por tanto sujeta a discusion. En general, la extensa literatura cientifica al respecto
considera que el comportamiento agresivo en machos se ve fuertemente influenciado por el
efecto de la testosterona, pero el grado de dependencia de ambos pardmetros y de éstos con
respecto a la funcion reproductiva difiere entre las distintas especies (Bouissou, 1983). Derocher
& Stirling (1990) describieron menores indices de comportamiento agonistico fuera de la época
reproductiva en el oso polar, lo cual sucede en los machos de Cabdrceno durante la mayoria de
la época no reproductiva. Derocher & Stirling (1990) atribuyeron tal hecho a las bajas
concentraciones de testosterona circulante que se dan en oso polar durante la época de
deshielo. Sin embargo, en el oso pardo observamos que sélo uno de los tres periodos definidos
para la época reproductiva, en concreto el pico de actividad reproductiva, muestra una

concentracidén de testosterona en sangre significativamente diferente con respecto a ambos
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periodos en los que no existe actividad sexual. Este periodo coincide con el de maxima
agresividad en machos, y por tanto secundaria con la teoria de la agresividad modulada por la
testosterona durante el periodo reproductivo central. Dicha influencia seria discutible en otros
periodos, ya que los mismos 0sos tuvieron una mayor concentracion de testosterona durante el
periodo previo al pico de actividad sexual respecto a la ultima parte de la época reproductiva,
aumento que no se vio reflejado en el nivel de agresividad entre machos y que fue incluso
contrario al incremento nivel de agresividad intraespecifica total de los machos observado
durante la época reproductiva tardia. Por tanto, en machos de oso pardo encontramos que,
mientras otro tipo de comportamiento social como es el marcaje mediante gandulas sebaceas
es totalmente dependiente de la testosterona (Tomiyasu et al., 2018), para el caso de la
agresividad intraespecifica sus determinantes parecen ser multifactoriales y aun no se
encuentran descritos completamente. La descripcidn de la evolucion anual del comportamiento
agresivo de los machos de oso pardo mostrada en el presente manuscrito puede servir como

base para la comprensiéon de los mismos.

Comportamiento de juego

El conjunto de machos de oso pardo del Parque de la Naturaleza de Cabdrceno juega con una
frecuencia importante, que incluso supera a la de interacciones agonisticas durante mas de la
mitad de su ciclo anual. Este grupo de osos que conviven en estado de semilibertad esta
integrado por animales bastante sociales, pero la comparacion de la intensidad en su
comportamiento de juego con el de otras poblaciones estudiadas resulta complicada debido a
la diversidad de criterios utilizados para definir la naturaleza de las interacciones vy a la falta
informacidn sobre juegos entre animales adultos (Egbert et al., 1976; Montaudouin & Pape,
2005). El hecho de que en Cabarceno todos los machos muestren comportamiento de juego
implica que todos los machos de oso pardo tienen potencial para exhibir comportamiento social
amistoso, independientemente de su edad y rango social. Esto contrasta abiertamente con las
muy escasas referencias de juego en osos pardos adultos en estado salvaje que pueden
encontrarse en la bibliografia. En el caso del Parque de la Naturaleza de Cabarceno, la gran
mayoria de las interacciones amistosas en las que participan machos involucran individuos del
mismo sexo. Esto es contrario a la afirmacién de Montaudouin & Pape (2005) de que el sexo no
influye en las interacciones amistosas, pero hay que recordar que en este trabajo no se
incluyeron zoos con mas de un macho adulto. Nuestros hallazgos si coinciden con lo presentado
por Colmenares & Rivero (1983), que describen “frecuentes, intensas y largas” interacciones de
juego entre machos jovenes en cautividad, y con los aportados para otros ursidos, como el oso

polar (Latour, 1981b) y el oso negro asiatico (Ottewell, 2016), para los cuales se describen
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mayores niveles de sociabilidad en machos. En oso polar, ademas, son los machos adultos la
subpoblaciéon con mayor tendencia a agruparse y se caracterizan por exhibir un mayor nivel de

interaccion social a través del contacto fisico con otros machos adultos que con ningln otro

grupo de sexo y edad (Latour, 1981b). El Unico ejemplo de cuantificacion de la frecuencia de
interacciones de juego de machos adultos del que tenemos constancia no es comparable a
nuestros datos debido a sus particulares condiciones ya que describe la adaptacion de osos

ciegos a un nuevo grupo (Koene et al., 2002).

Existen algunos elementos que podrian favorecer las importantes frecuencias en el
comportamiento de juego detectadas en los machos de oso pardo de Cabarceno, entre las que
se encuentran: la cobertura de las necesidades basicas (Latour, 1981a), un elevado estado de
bienestar (Fagen & Fagen, 1990) o estados disminuidos de estrés (Fagen & Fagen, 2004). Por
otra parte, al comportamiento de juego se le asumen beneficios futuros tan sobresalientes como
mayores indices de supervivencia: el oso pardo es la especie en la que se ha demostrado por
primera vez el juego con un mayor indice de supervivencia, al menos hasta el momento de la
independencia post-destete de los oseznos (Fagen & Fagen, 2004; Fagen & Fagen, 2009). Estos
beneficios del juego, frecuentemente menospreciados en animales adultos, hipotéticamente
podrian significar: el mantenimiento de un estado corporal adecuado, la mejora de las
habilidades de combate, la evaluacion de la aptitud para la lucha de otros individuos, o el
establecimiento o mantenimiento de relaciones jerarquicas sin agresividad asociada (Clapham
& Kitchin, 2016). No podemos descartar que estos potenciales beneficios se manifestasen mas
claramente en un entorno controlado como la poblacién de osos del Parque de la Naturaleza de
Cabarceno, en el cual el flujo de nuevos individuos en la poblacién es minimo y la distancia entre
individuos puede ser pequeiia en determinados momentos, especialmente durante la

administracion de alimento.

Referencias en la bibliografia acerca de cambios anuales en la frecuencia del juego en el oso
pardo describen un descenso del tiempo pasado jugando al final del verano y en el otofio entre
hermanos aun viviendo en el nucleo familiar (Stelmock & Frederick, 1980). En nuestro estudio,
vemos que para los machos de mayor edad esto no ocurre asi y que sélo existe una disminucion
coincidiendo con los momentos de mayor intensidad en el comportamiento sexual. Esto
coincide con datos, no publicados, obtenidos en los mismos osos pardos que fueron
protagonistas del estudio de Colmenares & Rivero (1983): dichos machos no mostraron
comportamiento de juego durante el pico de actividad reproductiva (F. Colmenares,
comunicacion personal, 2023). En la descripcion de los patrones de comportamiento ciclicos

anuales del oso pardo en Cabarceno, el juego llevado a cabo sélo por machos también
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desaparece casi en su totalidad durante la época PB, momento del afio que corresponderia, por
un lado, con el de mayor competencia entre machos debido a la rivalidad derivada del acceso a
las hembras en celo, y por otro con el de mayor nivel de testosterona, hormona que podria
inhibir el comportamiento social afiliativo. El periodo PB es también en el que existe
significativamente una mayor agresividad hacia otros machos, demostrando asi que cuando
existe una elevada actividad sexual, los machos de oso pardo son menos tolerantes hacia la
presencia de otros machos y raramente exhiben comportamiento amistoso hacia ellos. Estos
hallazgos apoyarian la teoria de Latour (1981a) de que el juego social entre machos adultos de
oso polar durante periodos de su ciclo anual en los que no existe competencia intraespecifica
sirven como un periodo de socializacién importante para momentos del afio en los que esta
rivalidad es mas intensa. Sorprendentemente, en otras épocas en las que existieron hembras
receptivas (EB y LB) pero la actividad de coépula era menos intensa, los niveles de
comportamiento de juego no se vieron afectados en la poblacidn de osos del Parque de
Cabarceno. Probablemente, existan perfiles de otras hormonas relacionados con esta evolucidn,

como sucede por ejemplo con la oxitocinay la prolactina en otras especies (Agmo & Laan, 2022).

El comportamiento de juego entre individuos de distinto sexo se caracteriza por estar
cuantitativamente mucho menos representado que aquel en el que participan machos, y la
época de mayor frecuencia en este tipo de comportamiento es el periodo reproductivo
temprano. A pesar de que, debido al régimen de manejo y a la enorme dificultad de distinguir
asociaciones de cierta duracién entre machos y hembras tal y como se hace en animales en
libertad, es dificil distinguir cuando los juegos forman parte de un cortejo, es muy probable que
la mayoria de juegos entre machos y hembras al comienzo de la actividad reproductiva tengan
componente sexual. Hasta donde sabemos, esta seria la primera referencia sobre mayores
interacciones amistosas o de cortejo durante las primeras semanas de la época reproductiva con
respecto al resto del aiio en la especie. Presumiendo que la finalidad del juego entre machosy
hembras fuese en su mayoria sexual, significaria que existe mayor contacto fisico previo al acto
sexual al principio de la época reproductiva, a pesar que en las semanas siguientes las montas
fueron mas abundantes. Quizds las hembras sdlo exhiben este tipo de comportamiento
inmediatamente antes o en los primeros momentos en los que empiezan a ser receptivas; quizas
este comportamiento sélo se muestre en los primeros encuentros sexuales de cada pareja,
relegdndose después a un segundo plano por ser animales convivientes; o incluso seria posible
que el contacto fisico amistoso previo al acto sexual sea mas dificil a partir del pico de actividad
sexual debido al aumento de agresividad de los machos. También seria incluso posible que

ciertas hembras, con periodos de receptividad tempranos respecto al resto de hembras, fuesen

144



Ell. Discusion

mas propensas a exhibir este tipo de comportamiento. El estudio del historial reproductivo
completo de los integrantes de cada pareja y los patrones exhibidos durante las interacciones
seria necesario para poder llegar a conclusiones al respecto. En cualquier lugar, al margen de las
posibles funciones o desencadenantes del comportamiento de juego en ambos sexos, resulta
interesante observar cdmo una especie considerada como solitaria puede mostrar tal

variabilidad hacia ciertos niveles de socializacion.

8.4.2.2. Descripcion de las variaciones anuales en parametros morfologicos y
fisiologicos asociadas a la estacionalidad reproductiva

Peso corporal

El peso corporal de los machos adultos también experimenta un marcado ritmo ciclico anual. No
obstante, y al contrario que en la amplia bibliografia al respecto, en los osos del Parque de la
Naturaleza de Cabarceno no existen diferencias significativas entre el peso de los ultimos (PostB)
y primeros (PreB) meses del afo. Existe una referencia sobre similitud en el peso corporal de
primavera y otofio en libertad en el estudio de Ligot (2019). Sin embargo, sus datos no son
comparables a los nuestros ya que se refieren en su mayoria a osos subadultos y, ademas, la
mayoria de sus datos de primavera fueron tomados en marzo y abril, meses que para nosotros
ya consideramos época reproductiva. La falta de diferencias en el peso corporal entre machos
adultos de Cabarceno entre PostB y PreB resulta muy llamativa ya que las diferencias observadas
por otros autores entre la época previa y posterior al letargo invernal pueden llegar a superar el
30 % del peso de los osos (Hellgren, 1995; Hilderbrand et al., 2000; Pearson & Halloran, 1972).
Aunque estan descritas disminuciones ligeramente menores para Ursidos mantenidos en
cautividad (Hellgren, 1995), la reduccién de peso durante los meses mas frios del afio observada
en Cabarceno es la menor en oso pardo adulto de la que se tenga constancia. Nuestra hipotesis
consiste en que los patrones de letargo exhibidos por los individuos muestreados serian la clave
para comprender estos resultados, especialmente considerando que todas las muestras
tomadas durante PreB correspondieron al mes de febrero. Febrero es una época de baja
presencia y actividad de osos en esta poblacién, mas cercana a la exhibida en diciembre y enero
que a la de noviembre o marzo, lo cual indica que algunos individuos de la poblacién aun se
pueden encontrar en fase de letargo. Teniendo en cuenta que las capturas para muestreo se
realizaron siempre en el drea de estudio sobre animales activos, es posible que la poblacion
muestreada en la época PreB esté sesgada hacia osos cuyo letargo hubiese sido reducido esos
afios o que incluso no hubiesen exhibido letargo invernal de ningun tipo, lo cual explicaria el

mantenimiento de su peso debido a la disponibilidad de alimento durante el invierno.

145



Ell. Discusion

En cambio, en la poblacién de Cabdrceno si existen diferencias entre el peso de los osos de gran
parte de la época reproductiva, concretamente aquella que sucede a partir de la segunda
quincena de abril, en comparacién con el resto del ano. Aunque los cambios de masa corporal
durante la fase activa han sido menos estudiados en la literatura cientifica, existen referencias
a disminuciones en la ingesta de los machos de oso pardo durante el celo (Fernandez-Gil et al.,
2006; Hornocker, 1962). El mayor tiempo dedicado a la busqueda de hembras receptivas, a su
custodia y finalmente al propio comportamiento de cépula influirian de esta manera en un
balance energético negativo. Mayores indices de agresividad, un probable estado fisioldgico de
estrés o aumentos en los niveles de testosterona también podrian contribuir a dicha tendencia.
La actividad reproductiva ha sido sefialada como causa de disminucién en el peso corporal

también para otras especies (Snider et al., 2022).

La recuperacién del peso perdido durante la mayoria del afio se produce de forma repentina en
PostB, de manera que en los registros de septiembre, octubre y noviembre el peso corporal es
el maximo del afio y fue significativamente mayor que durante cualquiera de los tres periodos
gue conforman la época reproductiva. Esto corresponderia con el periodo de hiperfagia y, por
tanto, a pesar de no haberse detectado una reduccidn de su peso durante el invierno, en los
machos del Parque de la Naturaleza de Cabarceno existe comportamiento de hiperfagia previa
al invierno. El aumento de peso experimentado fue del 31 %, es decir, similar al descrito por
Evans et al. (2012) y Hissa et al. (1998a) en oso pardo europeo, tanto en cautividad como en
libertad aunque en dichos casos se utilizaron casi exclusivamente animales no adultos, y también
similar (28 %) a los datos referentes a machos adultos de osos pardo americano (Kingsley et al.,

1983).

Volumen testicular

Asi como el peso corporal puede considerarse un indicador del metabolismo energético y estado
general de los 0so0s, el estudio del tamanio testicular constituye un método sencillo y no invasivo
de cuantificar posibles cambios en la funcién gonadal y, por tanto, en la capacidad reproductiva.
En el del Parque de Cabarceno, los machos adultos experimentan cambios ciclicos en el tamaiio
testicular, en concordancia con lo generalmente encontrado para la especie (Erickson et al.,
1968; Gomes-Alves et al., 2011; Pearson, 1975; Tsubota & Kanagawa, 1989; White et al., 2005).
Estos cambios se relacionan positivamente con el nivel de testosterona, tal y como también
encontraron Gomes-Alves et al. (2011) en oso pardo y Howell-Skalla et al. (2002) en oso polar.
El tamafio testicular puede ser expresado como volumen testicular, habiéndose utilizado

diversos métodos matematicos para el calculo del mismo. Al igual que Jeong et al. (2019) y Knauf
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et al. (2002), en este trabajo se ha utilizado la férmula de un elipsoide para el célculo del volumen

medio de los testiculos en osos.

Los valores maximos de volumen testicular suceden durante la época reproductiva, tal y como
sugieren estudios publicados en oso grizzly (Erickson et al., 1968; Pearson, 1975; White et al.,
2005), oso pardo europeo (Ligot, 2019), oso negro americano (Garshelis & Hellgren, 1994;
McMillin et al., 1976) y oso polar (Howell-Skalla et al., 2002). Este estudio es pionero en describir
la relacién entre la intensidad de la actividad reproductiva y caracteristicas testiculares. En
concreto, los valores maximos de volumen testicular suceden durante el periodo de actividad
sexual mas intensa (PB), el cual muestra diferencias significativas con respecto al resto del afio
excepto al periodo reproductivo inicial. La discrepancia entre estos resultados y los encontrados
previamente en la misma poblacidon por Gomes-Alves et al. (2011) pueden ser atribuidos a su
distinta y poco precisa delimitacién de los periodos que componen el ciclo anual y a su reducido
tamafio muestral. Al final de la época reproductiva (LB) existe una disminucion en el tamafio
testicular, siendo este similar al mostrado durante la fase activa sin actividad sexual (PostB y
PreB) pero diferente del mostrado en el resto de la época reproductiva (EB y PB). Esto no
coincide con lo encontrado en otros ursidos, en concreto el oso panda y el oso negro asiatico,
en los cuales no se registraron diferencias significativas durante la época reproductiva (Aitken-
Palmer et al., 2012; Okano et al., 2009). En el caso del oso panda, el mayor tamafio testicular,
aunque no fue estadisticamente diferente al mostrado durante el resto de la época
reproductiva, se dio durante el pico central de maxima actividad reproductiva, y el menor al final
de la misma al igual que lo aqui mostrado para el oso pardo. No se observa una diferencia de
tamanio testicular al final de la época reproductiva en comparacion con la época no reproductiva,
hecho que debera tenerse en consideracidén en estudios posteriores, ya que demuestra que la
existencia de comportamiento reproductivo no estd necesariamente asociada a un mayor
tamanfio testicular, sino que debera considerarse la intensidad de la actividad sexual para la

interpretacion de los indicadores de tamario testicular.

Testosterona

Las concentraciones sanguineas de testosterona, de forma similar a lo descrito en la literatura,
son muy variables en funcidn de los periodos y también entre individuos. Existen estudios sobre
niveles de testosterona en diferentes periodos en el oso pardo, principalmente en funcion de la
existencia de letargo y de actividad reproductiva, pero hasta la fecha todos ellos habian
considerado la época reproductiva como una Unica entidad bioldgica (Cattet et al., 2017; Gomes-
Alves et al., 2011) que puede estar precedida por un periodo transicional (Tomiyasu et al., 2018).

De esta forma, nuestro estudio constituye la primera demostracion sobre las diferencias en los
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niveles de testosterona dentro de la época reproductiva en el oso pardo asociados a las
variaciones en la intensidad del comportamiento sexual; ademas, estas variaciones se han
validado estadisticamente para cada uno de los tres periodos en que se divide la época
reproductiva, lo cual aporta solidez a la divisidn realizada. Aunque no existan estudios similares
en oso pardo, encontramos un precedente de este tipo de analisis en otro Ursido, el oso panda,
en el que Aitken-Palmer et al. (2012) estudiaron los niveles de testosterona fecal dividiendo la
época reproductiva también en tres periodos, con un periodo intermedio correspondiente al
pico de actividad sexual. Al igual que en los osos pardos de nuestro estudio, esta aproximacion
reveld diferencias significativas estacionales en la testosterona, pero en su caso las diferencias
observadas solo consistieron en una menor testosterona durante la época reproductiva tardia
con respecto al periodo reproductivo inicial, y niveles intermedios durante el periodo

reproductivo central pero no distintos a los del resto de la época reproductiva.

Los niveles de T durante el pico de actividad sexual son muy superiores y estadisticamente
distintos a cualquier otro periodo del afo. Estos datos coinciden al menos en parte con lo
expuesto por Anel-Lopez et al. (2017b), Cattet et al. (2017), Tomiyasu et al. (2018) y Tsubota &
Kanagawa (1989), quienes registraron valores maximos de testosterona a finales de marzo y
abril, en abril y mayo, en abril y mayo, y entre abril y junio, respectivamente. Las sutiles
discrepancias observadas podrian deberse tanto a diferencias metodoldgicas, entre ellas la
disparidad en las unidades temporales de analisis utilizadas, pero también a diferencias genuinas
en la evolucidon de la testosterona. Las evidencias de una intima relacion de T con el
comportamiento reproductivo aqui demostradas hacen sospechar que las variaciones en la
cronologia de la actividad sexual entre distintas poblaciones de oso pardo a lo largo de todo su
rango de distribucidon (Garcia-Rodriguez et al., 2020) pudiesen probablemente acompafiarse
también de variaciones en la evolucién del ciclo anual de la testosterona. De hecho, en oso negro
americano ya han sido demostradas diferencias en dos poblaciones tanto en cuanto a la
cronologia del pico de testosterona como en la duracion del mismo, en relaciéon a una distinta

duracién de la época reproductiva entre ellas (Garshelis & Hellgren, 1994).

Asimismo, resulta destacable el hecho de que los niveles de T durante el periodo reproductivo
tardio difieren de los encontrados en el resto de la época reproductiva, es decir la primera mitad
de la misma, pero so  n estadisticamente similares a los registrados cuando no existe actividad
de monta en la poblacién. En oso pardo de Hokkaido, Tsubota & Kanagawa (1989) describieron
una evolucién de la testosterona similar, afirmando que en su poblacion estudiada ya se
registraron valores basales, por debajo de 1,0 ng/mL, hacia la mitad de la época reproductiva.

En oso panda, las diferencias en la concentracién de testosterona fecal observadas por Aitken-

148



Ell. Discusion

Palmer et al. (2012) durante la época reproductiva, que se extendid cuatro meses, incluyeron
también valores minimos también en el periodo reproductivo tardio, el cual abarcé las seis
ultimas semanas de comportamietno sexual. No obstante, en el oso panda la concentracion de
testosterona del periodo reproductivo tardio es la menor del afio en términos absolutos, y sélo
se diferencia estadisticamente de la mostrada en el periodo reproductivo inicial y el periodo pre-
reproductivo, pero no en el periodo reproductivo central como sucedia en el oso pardo. La
coincidencia en el tiempo de comportamiento de monta y niveles bajos de T en los machos de
oso al final de la época reproductiva plantea un nuevo escenario en el que deben revisarse el
papel de la testosterona y otros moduladores del eje neuroendocrino y gonadal en la regulacion
del comportamiento sexual en el oso pardo. Incluso, seria necesario ampliar dicho
planteamiento no sélo al comportamiento sexual, en Ultima instancia limitado por la existencia
de hembras receptivas, sino también a la regulacién de la espermatogénesis, ya que ésta es
capaz tanto de extenderse mas alld de la época de actividad sexual en el oso pardo como de
extenderse mas all3, concretamente hasta 4 meses, del pico de testosterona sanguinea (Tsubota
& Kanagawa, 1989). En este punto, es necesario mencionar la existencia de la denominada
“challenge hypothesis”, descrita para aves por Wingfield et al. (1990) pero sugerida también
para varias especies de mamiferos (Goymann et al., 2003). Segun esta teoria, existe un cierto
nivel de testosterona necesario para la reproduccion, pero éste tiene la capacidad de verse
incrementado muy por encima de dichos niveles basicos en relacién a determinados estimulos
ambientales como las interacciones entre machos o la presencia de hembras sexualmente
receptivas. Asi, podria argumentarse que, en nuestro estudio, aungue la testosterona circulante
durante la época reproductiva tardia fue suficiente para mantener el comportamiento sexual,
valores superiores durante la primera mitad de la época reproductiva responderian a estimulos
ambientales especificos. Durante el periodo PB, tanto los aumentos de la competencia entre
machos, cuyo mdximo exponente seria el comportamiento agresivo entre ellos, como los
aumentos de la intensidad en el comportamiento de monta detectados podrian jugar un papel
importante en el marcado aumento de T durante el pico de actividad sexual encontrado en este
trabajo. Sin embargo, los indices de ambos comportamientos no son estadisticamente distintos
durante el resto de la época reproductiva (EB y LB), y por tanto no explicarian la diferenciaen T
al comienzo y final de la misma. Mecanismos hormonales subyacentes, potencialmente
modulantes de los niveles de testosterona sanguineos y del comportamiento reproductivo,
deberian tenerse en cuenta para comprender tal evolucidon. Un estudio previo sefialé una
relacidn positiva de la testosterona con la condicidn corporal en oso negro asiatico (Tomiyasu et
al.,, 2021); sin embargo, en los machos de Cabdarceno no se observd una correlacion entre

testosterona (Tes_Log) y peso corporal (p =0,07; r = 0,14).
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Cortisol

Los niveles de cortisol (3,6 + 0,3 pg/dL) registrados en los osos macho adultos del Parque de la
Naturaleza de Cabdrceno, conviviendo en regimen de semilibertad, se encuentran dentro de los
rangos de referencia ofrecidos por Graesli et al. (2014) para oso pardo europeo silvestre de
cualquier edad (1,63 - 20,48 pg/dL), asi como dentro del intervalo de confianza del 95 %
mostrado por Lindsj6é (2010) para oso grizzly (3 - 6,52 pg/dL). De hecho, su promedio se acerca
mas al valor minimo de cada rango presentado por ambos trabajos previos y, de la misma
manera, resulta inferior al promedio de cortisol encontrado, también para grizzly, por Cattet et
al. (2003) (5,33 £ 0,6 pg/dL). Por tanto, podriamos afirmar que la concentracién de cortisol
sanguineo de los machos de Cabarceno no revela una situacion de estrés crénico basal, el cual
podria presuponerse debido a su régimen de manejo en cautividad y/o a un ambiente de
elevada densidad poblacional. Tal comparacidn debe quedar sujeta a discusiéon ya que no
debemos olvidar que el método de captura es uno de los factores de variacién del cortisol
sanguineo mas habitualmente demostrados, y el utilizado en Cabarceno no coincide fielmente
con el elegido por Cattet et al. (2003), Graesli et al. (2014) ni Lindsjo (2010). Si bien en todos ellos
se ha utilizado la teleanestesia sin restriccidn fisica, existen diferencias en el método de captura
que podrian significar variaciones en el nivel de estrés agudo del animal anestesiado y por

consiguiente de la reaccién endocrina del mismo al agente estresor.

La falta de diferencias anuales en los niveles de cortisol circulante encontrada en los machos de
Cabarceno coincide con anteriores andlisis en oso pardo americano, tanto silvestres (Lindsjo,
2010) como cautivos (Ware et al., 2013), y en oso pardo europeo subadulto (Graesli et al., 2015).
Tan sélo un estudio previo, llevado a cabo por Von Der Ohe et al. (2004) revelé cambios en el
cortisol fecal del oso pardo entre junio y septiembre dependientes del tipo de dieta. Resulta
llamativo que para otros Ursidos como el oso negro y panda si se detecten de forma habitual
variaciones temporales en el cortisol segin el momento del afio (Harlow et al., 1990; Hellgren
etal., 1993; Kersey et al., 2010; MacDonald et al., 2006; Owen et al., 2005; Palumbo et al., 1983).
Debemos tener presente la posibilidad de que los datos se encuentren sesgados debido a
factores estresantes como por ejemplo enfrentamientos intraespecificos previos o el mismo
proceso de anestesia y captura, ya que en mamiferos se pueden encontrar aumentos
detectables de los niveles de cortisol corporal tan sélo 3 minutos tras el estimulo
desencadenante (Sheriff et al., 2011), es decir, un tiempo menor del necesario para la induccion
anestésica. Un hipotético estrés durante la captura seria muy variable dependiendo de la
reaccion del animal a la misma; en el grupo de osos de Cabarceno, existen machos que no

modifican su comportamiento durante la captura salvo un breve movimiento de cabeza en el
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momento del disparo del dardo anestésico, mientras que otros individuos huyen y se muestran
esquivos. No encontramos motivos por los cuales la posibilidad de sufrir mayor o menor estrés
durante la captura pudiese variar estacionalmente; por lo tanto, la existencia, aleatoria y
probablemente comun, de eventos durante la induccidn relacionados con la anestesia u otros
factores que supongan estrés agudo asociado podrian estar enmascarando un ritmo endégeno
en los niveles de cortisol circulante. En futuros estudios seria recomendable el uso de otro tipo
de muestras bioldgicas para investigar esta hipdtesis, tales como el pelo, indicador de las
concentraciones de cortisol a medio y largo plazo y que no se ve afectado por el estrés agudo.
Otros indicadores de estrés agudo serian la frecuencia cardiaca, la cual queda alterada por la

anestesia, el ratio neutrdfilos/linfocitos o la concentracion de glucosa.

Serie roja y plaguetaria

El promedio de los valores de hematocrito y de concentracién de hemoglobina y eritrocitos
observados en los machos de Cabarceno se encuentran dentro de los rangos de referencia
establecidos por Graesli et al. (2015) para individuos subadultos en primavera y verano. Sin
embargo, los datos de nuestro estudio obtenidos durante febrero (PreB) para las tres variables
son mucho menores que los exhibidos en febrero y marzo por osos subadultos en estado de
libertad en Suecia (Graesli et al., 2015). El periodo reproductivo inicial en Cabarceno
corresponderia en parte con el rango determinado para el invierno (febrero-marzo) y para la
primavera (abril-mayo) por Graesli et al. (2015), pero sus valores tampoco se ajustarian a los
rangos invernales. Los resultados obtenidos para la segunda mitad del afio no pueden
compararse ya que Graesli et al. (2015) no establecieron rangos entre julio ni enero. El hecho de
que dichos indicadores de la serie roja sanguinea no experimenten cambios significativos
durante la primera mitad del afio en los machos del Parque de Cabdrceno y por tanto que los
resultados de las muestras obtenidas en invierno (febrero y marzo) sean similares a las del
verano es contrario a lo descrito habitualmente para la especie (Graesli et al., 2015; Hissa et al.,
1994) y para el oso negro americano (Erickson & Youatt, 1961; Hellgren, 1989), donde los datos
de primavera son mayores que en verano para hematocrito (Graesli et al., 2015; Pearson &
Halloran, 1972), hemoglobina (Graesli et al., 2015) y concentracién de eritrocitos (Pearson &
Halloran, 1972). La explicacidn a este hecho podria encontrarse en el estado metabdlico de los
0sos muestreados en este trabajo. En los estudios que describen aumentos en los parametros
de la serie roja durante el invierno, ésto suele atribuirse a la deshidratacion y
hemoconcentracion inherente al estado de letargo invernal. Los osos muestreados en febrero y
marzo en Cabdrceno, al contrario, se encontraban en el area de alimentacion y desplazandose

activamente, y por ello su hemograma se acerca mas al de los osos silvestres en estado activo.
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La falta de diferencias en la concentraciéon de eritrocitos y en el hematocrito durante la época
reproductiva no concuerda con la disminucion desde primavera al verano observada
previamente en oso pardo (Graesli et al., 2015; Pearson & Halloran, 1972). En los machos del
Parque de Cabarceno, existe una tendencia al descenso en los hematies, hematocrito y
hemoglobina durante PostB, aunque sélo hubo diferencias significativas en la hemoglobina con
respecto al periodo reproductivo inicial y en las plaquetas con la totalidad de la época
reproductiva. No se conocen referencias similares de valores minimos de hematies, hematocrito
o hemoglobina previos al letargo invernal en oso pardo u oso negro americano. De hecho,
referencias anecddticas en la especie, de un pequefio nimero de animales, indicaban lo
contrario (Hissa et al.,, 1994; Pearson & Halloran, 1972) pero estudios mas amplios serian
necesarios para llegar a tal conclusiéon. Es importante puntualizar el pequeio nimero de osos
adultos estudiados: Graesli et al. (2015) utilizaron Unicamente animales subadultos en su
estudio, Hissa et al. (1994) sélo incluyeron un oso adulto, y Pearson & Halloran (1972) analizaron
datos de 22 individuos incluyendo adultos y subadultos. Por tanto, los datos aqui presentados
constituyen la informacién mas extensa sobre variaciones de parametros de la serie roja y
plaguetaria en oso pardo adulto en la fase activa del ritmo biolégico anual. La falta de datos de
animales aletargados en nuestro estudio impide distinguir si la disminucidn observada al final
del otofo es temporal y los valores se incrementaron en diciembre y enero al igual que en otras
poblaciones o si los animales muestreados poseian un estado fisiolégico distinto al de los osos
silvestres debido a futuras variaciones en la duracion o intensidad del inminente letargo
invernal. Diferencias nutricionales también podrian influir en la serie roja sanguinea,
especialmente aquellas relacionadas con el hierro por su papel en la sintesis de hemoglobina,
sin embargo no existen evidencias de anemia por deficiencia de hierro en oso pardo europeo en
libertad (Pearson & Halloran, 1972) y las carencias de hierro en los osos que habitan en
Cabarceno son muy poco probables debido a su variada y abundante alimentacidn y al hecho de
que el suelo de su recinto contiene elevadas cantidades del mineral ya que éste constituia parte
de una antigua mina de extraccién de hierro a cielo abierto. La superior calidad de la dieta de
los osos de Cabarceno puede explicar la falta de diferencias significativas en el hematocrito y las
concentraciones de eritrocitos y hemoglobina durante la mayoria del afio. Por su parte, la
disminucién de plaquetas previa a los meses de invierno observada en los machos de Cabarceno
puede deberse a una disminucién progresiva de las mismas ya que esta descrito una
trombocitopenia fisiolégica reversible durante el letargo invernal en el oso pardo (Arinell et al.,
2018). Las implicaciones de este hecho aun no se encuentran descritas para el oso pardo. La
reduccion de la concentracion de plaquetas en otras especies estd relacionada con

disminuciones en los niveles de tromboembolismo, lo cual es muy conveniente en estados
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disminuidos de actividad fisica como la hibernacién. Sin embargo, esta relacién sélo se ha
descrito con contajes de plaquetas inferiores a 150 x 10%/ul, es decir, por debajo de los
registrados en el oso pardo por Arinell et al. (2018) durante el invierno (174 + 51 x 103/ul) y por
este trabajo durante PostB (231,0 + 38,8 x 103/pl).

Serie blanca

El promedio de los valores de leucocitos totales encontrados en los machos de Cabarceno se
encuentra dentro de los rangos de referencia establecidos por Graesli et al. (2015) para
individuos subadultos en cualquier época del afio. En nuestros resultados, los leucocitos,
neutrdéfilos y monocitos aumentan progresivamente, aunque no de forma significativa, hasta sus
valores maximos del afio durante el periodo de mas intensa actividad sexual (PB), que
corresponde con la parte central de la primavera. La evolucidn subsiguiente en los mismos
resulta en una disminucion estadisticamente significativa entre finales de primavera (PB) y la
mayoria del verano (LB). Estos resultados son contrarios a lo encontrado hasta ahora el para
contaje total de gldbulos blancos para oso pardo, ya que estudios previos sefialaban menores
concentraciones durante la primavera que en verano (Kusak et al., 2005; Pearson & Halloran,
1972). No obstante, en la comparacion realizada por Kusak et al. (2005) los datos de la primavera
englobaban los valores de primavera e invierno, lo cual podria alterar los resultados ya que esta
ampliamente demostrado que en invierno sucede una leucopenia marcada, habitual en especies
hibernantes y explicada por una probable depresion de la funcidon inmune durante la
hibernacidon (Hellgren, 1995). Por su parte, los datos presentados por Halloran & Pearson (1972)
con un tamafo muestral mucho menor que el de nuestro estudio presentan dos particularidades
que podrian explicar las diferencias en cuanto a nuestros resultados: mas de la mitad de sus
datos correspondientes a la primavera se sefialan como animales recién salidos de la
hibernacidn, lo cual no se equipara con los datos de EB en nuestro estudio; y, ademas, la mitad
de sus animales muestreados en el verano tenian heridas punzantes e infectadas en cara y
flancos. Infecciones, estrés y ejercicio muy intenso son algunas de las causas que pueden
producir aumentos en el recuento de glébulos blancos. Pearson & Halloran (1972) senalaron
que las muestras obtenidas en verano se caracterizaban porque la leucocitosis era de tipo
neutrofilico, al igual que en nuestro trabajo. En los osos de Cabarceno, la época central de
actividad reproductiva, que sucede en primavera, es aquella en la que se encuentran mas
heridas recientes debido a enfrentamientos intraespecificos (datos propios no publicados).
Ademas, la mayor excitacion sexual y el estrés metabdlico de un balance energético negativo
podrian suponer niveles mayores de estrés, que no han podido demostrarse en base a los niveles

de cortisol medido en suero sanguineo. Otra forma de evaluar el estrés es el ratio
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neutrofilos/linfocitos, el cual presenta su maximo durante el PB (0,77 frente a 0,72 en el resto
de la época reproductiva, 0,7 en PreB y 0,65 en PostB). El leucograma de estrés tipico se
caracteriza por una situacidn de leucocitosis con neutrofilia, linfopenia y eosinopenia, lo cual
corresponderia con los datos de PB en comparacion con LB en nuestro estudio, exceptuando la
linfopenia. No se ha encontrado una explicacidon plausible a los valores no disminuidos de
linfocitos en dicho periodo, pero alguna causa adicional ha podido modificar una linfopenia
fisioldgica asociada al leucograma de estrés. Por tanto, los valores maximos de glébulos blancos
y neutréfilos durante la época reproductiva central podrian explicarse debido a una situacién de
estrés en combinacion con heridas infectadas, derivadas de los enfrentamientos entre machos.
Este estudio revela por primera vez la existencia de variaciones en todos los tipos de células

inmunes circulantes en el oso pardo asociadas a su estacionalidad reproductiva.

Proteinas totales

Si nos centramos en la bioquimica sanguinea, encontramos que los valores promedio de
proteinas totales en sangre durante la fase activa (7,6 g/dL + 0,1) son ligeramente mayores al
intervalo de referencia establecido por Graesli et al. (2014) para oso pardo europeo adulto (5,3-
7,4 g/dL) y que se acercan mas a los descritos por Jamnicky et al. (1987) para osos en libertad
en Croacia (7,98 g/dL £ 0,75) que en osos cautivos (6,24 g/dL + 0,68), aungue el pequefio tamafio
muestral de su estudio no mostrd diferencias significativas entre ellos. El nivel de proteinas
sanguineas en los machos adultos de Cabarceno varia estacionalmente, como en la mayoria de
estudios al respecto, y es menor durante el pico de actividad reproductiva (PB) con respecto a
LBy PostB, es decir a la segunda mitad del afio. Esto contradice lo descrito hasta ahora por Graesli
et al. (2015) y Schroeder (1987), que afirmaban que las proteinas eran mayores en los meses de
febreroy marzo o en primavera, respectivamente. La hipdtesis mas plausible es que su evolucién
se deba principalmente a un efecto del aporte externo de proteinas en la dieta. Un posible efecto
derivado de una hemoconcentracion debido a deshidratacidon queda descartado en nuestro caso
ya que no existe un aumento paralelo de proteinas y hematocrito. Por otra parte, se ha sugerido
en varias ocasiones una relacion entre el peso y la concentracién de proteinas en sangre en
ursidos (Schroeder, 1987; Tryland et al., 2002), pero nuestros datos no defienden esta premisa
de forma estricta. Finalmente, se debe tomar en consiceracidn que la deprivacidon nutricional
produce una rapida disminucién de las proteinas sanguineas (Rouvinen-Watt et al., 2010).
Aungue la condicién corporal mas baja de los machos de Cabarceno sucede al final de la época
reproductiva, cuando ya se ha comenzado a aumentar la cantidad de comida suministrada por
parte de los cuidadores, durante el pico de actividad reproductiva existe un menor apetito,

debido probablemente a los elevados niveles de excitacidon sexual derivados del aumento de la
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testosterona. Hay que recordar que en la poblacion de osos de Cabarceno no varia la proporciéon
de proteina aportada en la dieta externamente, sino solamente la cantidad de comida total
administrada. En condiciones de libertad sin embargo, el aporte de proteina en la dieta si varia
estacionalmente, de forma que los osos escandinavos obtienen una dieta mas rica en proteinas
durante la primaveray el verano (Stenset et al., 2016). Esto explicaria los aumentos de proteinas
totales en primavera previamente comentados, pero un analisis mas exhaustivo, contemplando
también las diferencias asociadas a sexo y edad, seria necesario para comprender por qué las
proteinas no se encuentran también aumentadas en verano, cuando la dieta todavia es rica en

contenido proteico.

Colesterol

Del mismo modo, los valores promedio de colesterol total en sangre durante la fase activa (260,3
+4,0 g/dL) se ajustaron al rango de referencia establecido por Graesli et al. (2015) para oso pardo
europeo subadulto en primavera y verano en Suecia (154,4 - 440,2 g/dL). Graesli et al. (2014) no
encontraron diferencias en el colesterol asociadas a la edad en osos silvestres en Suecia. Al igual
gue sucedia con las proteinas, la concentracidn de colesterol minima del ritmo fisiolégico anual
del oso pardo se observd durante el pico de actividad reproductiva. Sin embargo, Graesli et al.
(2015) no encontraron cambios entre los niveles correspondientes al verano y primavera en 0so
pardo europeo. Es posible que nuestros datos no coincidan con lo descrito previamente debido
a diferencias asociadas a la edad, ya que el estudio de Graesli et al. (2015) incluia Unicamente
individuos subadultos. Mayores fluctuaciones en machos adultos podrian responder a
variaciones fisioldgicas relacionadas con la actividad reproductiva y/o la dieta. Hay que recordar
que el colesterol tiene un papel fundamental para la espermatogénesis y la produccion de
testosterona. De hecho, existe una correlacion negativa (p < 0,01; r = -0,48) entre los niveles de
colesterol y de testosterona. Sin embargo, estudios previos indican que el colesterol requerido
para la espermatogénesis proviene de lipoproteinas sanguineas y no del colesterol circulante
(Rouvinen-Watt et al., 2010). Resulta llamativo que la descripcion de los resultados de colesterol
en sangre en cinco mediciones en el mismo oso cautivo entre septiembre y mayo de Hissa et al.
(1994) mostraron datos abiertamente contrapuestos a los nuestros. En todo caso, mayores
concentraciones de colesterol previas al letargo invernal estan en consonancia con los aumentos
de colesterol previamente descritos durante el invierno en el oso pardo (Arinell et al., 2012;
Graesli et al., 2015; Sommer et al., 2016; Stenvinkel et al., 2013) y en general para las especies

hibernantes.
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Glucosa

El promedio de la concentracidn de glucosa sanguinea (127,5 + 2,7 mg/dL) también esta dentro
de los rangos de referencia establecidos por Graesli et al. (2014) para oso pardo europeo adulto
en libertad (59,4 - 196,3 mg/dL). Los datos aqui presentados contribuyen a la descripcién del
ritmo fisioldgico del oso pardo, de forma que por primera vez se muestran datos de glucosa
durante el otofio en la especie. La evolucién observada hasta el otoio fue similar a la descrita
por Graesli et al. (2015) para subadultos, con valores primaverales mayores que los estivales, en
contraposicion a las conclusiones de Halloran & Pearson (1972), que afirmaban lo contrario con
un tamano muestral mucho menor en el que se incluian animales de cualquier edad. Respecto
al otofio, resulta resefiable que existan importantes diferencias entre los niveles de glucosa del
final de la época reproductiva (LB) con los determinados en septiembre, octubre y noviembre
(PostB), teniendo en cuenta que ambos periodos podrian considerarse con un balance
energético positivo ya que a partir del pico de actividad sexual se puede observar un aumento
del apetito y, presumiblemente, una disminucidon paulatina del nivel de actividad fisica asociada
a la reproduccidn en los machos. Por el contrario, Huber et al. (1997) no encontraron diferencias

en la concentracidn de glucosa del invierno y primavera en comparacién con el verano y otofio.

Una correlacién de la evolucién de la glucosa sanguinea con la del peso corporal, encontrada en
nuestro trabajo, también ha sido descrita en oso negro americano (Schroeder, 1987). La
explicacion a este fendmeno se torna compleja debido a que, aunque el disefio experimental de
este estudio ha permitido minimizar al maximo los posibles elementos modulantes de la glucosa
en sangre como la edad, factores ambientales y de manejo o el momento de muestreo, algunos
factores condicionantes entre los que se encuentran la dieta o el nivel de ejercicio fisico, estrés
o incluso otros pardametros endocrinos quedan aun sujetos a variacién en los individuos
muestreados. Los cambios en los procesos anabélicos y catabdlicos de un animal con variaciones
tan drasticos en su composicidn corporal implican distintas alternativas en los sustratos
utilizados como fuente de energia a lo largo del afio. Parece no obstante que la condiciéon
corporal y por tanto la composicidn corporal, y no tanto el balance energético, es el factor
determinante del metabolismo que determina la concentracién de glucosa libre disponible en

sangre en los machos de oso pardo.

En resumen, los machos de oso pardo se caracterizan por profundos cambios comportamentales
y fisiolégicos a lo largo de su ciclo anual. El fenémeno de la hibernacidn ha captado la atencién
de la comunidad cientifica durante décadas, pero la dindmica de su ritmo biolégico durante la
fase activa anual se encuentra mucho menos estudiada. La complejidad de la recogida de datos

en el oso pardo en su habitat se refleja en la escasa calidad de los datos disponibles sobre la
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cronologia de la época reproductiva y sobre las variaciones anuales de los principales
pardmetros morfoldgicos y fisioldgicos. Las variaciones en la distribucién temporal de la época
reproductiva entre las distintas poblaciones (Garcia-Rodriguez et al.,, 2020), asi como los
numerosos factores ambientales y enddgenos que regulan la homeostasis corporal, complican
la extrapolacién de los resultados que la bibliografia ha aportado para el estudio del ciclo
bioldgico anual del oso pardo. Debido a la utilizacidn exclusiva de machos adultos procedentes
de una misma poblacién, este estudio ha permitido eliminar varios de los mdas importantes
factores de variacion (sexo, edad, y numerosos factores ambientales derivados de la localizacién
y modo de vida) en el analisis integral de los eventos bioldgicos en el oso pardo. El estudio en
conjunto de los cambios etoldgicos, morfolégicos, metabdlicos y endocrinos en funcién de la
estacionalidad reproductiva aporta un conocimiento generalizado de la biologia reproductiva
gue servirda como base en la adaptaciéon y aplicacién de técnicas de reproduccién asistida
imprescindibles en el desarrollo de bancos de recursos genéticos. La época reproductiva en los
osos del Parque de Cabarceno muestra comportamiento de monta entre marzo y agosto, siendo
la poblacion con la monta mas temprana registrada hasta el momento. La época reproductiva
se divide en tres periodos (EB, PB y LB) en base a la existencia de un pico central con elevadas
frecuencias de monta y elevadas concentraciones de testosterona en sangre (segunda quincena
de abril y el mes de mayo (PB)), coincidente en parte con los datos referentes a la poblacién mas
cercana geograficamente que es la que habita en la Cordillera Cantabrica donde la intensidad
en la actividad reproductiva parece suceder en mayo (Blanco et al., 2022; Fernandez-Gil et al.,
2006). Este periodo reproductivo central se caracteriza por la mayor expresion del
comportamiento agresivo de los machos, tanto en general como hacia otros machos; por el
contrario, es el Unico periodo del afio con una disminucién en el comportamiento de juego. El
nivel de estimulacién sexual, pero sobre todo la brusca subida en la concentraciéon de
testosterona circulante, se asocia por tanto a una mayor agresividad y a la casi desaparicion del
comportamiento amistoso. La existencia de comportamiento sexual en el resto de la época
reproductiva con concentraciones de testosterona muy inferiores apoyaria la teoria de
Wingfield et al (1990) denominada “challenge hypothesis”, segin la cual los niveles de
testosterona pueden incrementarse muy por encima de aquellos necesarios para la funcién
reproductiva ante determinados estimulos ambientales como las interacciones entre machos o
la presencia de hembras sexualmente receptivas. El cortisol sérico no muestra variaciones
durante todo el afo, pero se recomienda el uso de otras muestras bioldgicas en las que los
resultados no muestren variabilidad a corto plazo para estudiar posibles artefactos en el método
derivadas del estrés agudo durante la induccidén anestésica. El peso corporal es mayor cuando

comienza la actividad reproductiva, y disminuye a partir de PB debido al desgaste energético
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gue ésta conlleva en los machos. El final de la época reproductiva se caracteriza por niveles la
maxima presencia de osos en el area de estudio ya que coincide con el comienzo de del
comportamiento de hiperfagia, pero similares indices de comportamiento de monta y de
testosterona sérica con respecto al comienzo de la época reproductiva. El periodo LB es también
el momento de la época reproductiva donde existe mayor concentracién sanguinea de
colesterol, pero menores registros en el volumen testicular y glucosa en sangre. Existen por
tanto profundas variaciones en todos los aspectos comportamentales y morfolégicos estudiados
y en la mayoria de los fisiolégicos durante la época reproductiva, los cuales subrayan la
necesidad de tener en cuenta la estacionalidad reproductiva, también en cuanto a su intensidad,

a la hora de interpretar cualquier pardmetro biolégico en el oso pardo.
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9. EXPERIENCIA 1II

FACTORES QUE INFLUYEN EN LA CALIDAD DE LOS
EYACULADOS DE OSO PARDO (Ursus arctos)
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9.1. DISENO EXPERIMENTAL

La tercera experiencia de esta tesis doctoral trata sobre el estudio de los factores que influyen
en la calidad de los eyaculados de oso pardo. El disefio experimental de dicho estudio se

presenta a continuacidén en la Tabla 15 y la Figura 19.

Tabla 15. Disefio experimental del estudio de los factores que influyen en la calidad de los eyaculados de
oso pardo del Parque de la Naturaleza de Cabdrceno.

o . CONDICIONES DE N2 o
METODOLOGIA CRONOLOGIA MUESTREO INDIVIDUOS PARAMETROS EVALUADOS
Pardmetros morfométricos: eje longitudinal de
ambos testiculos (cm), eje transversal de ambos
testiculos (cm).
Hormonas en sangre: testosterona (ng/mL).
TOMA DE 10 afios 236 capturas Parametros seminales: volumen (mL); pH; pO
MEDIDAS Y (196 FR totales; (mOsm/kg); contenido en urea (mg/Dl);
(Febrero a . 32 !, .
MUESTRAS 188 FR en época concentracion (espermatozoides x10%/mL); MI (%):
- octubre) A L. o
BIOLOGICAS reproductiva) spz moviles totales; MP (%): spz con movimiento

progresivo; VAP (um/s): velocidad media; VSL
(um/s): velocidad rectilinea; LIN (%): linealidad; ALH
(1um): amplitud del movimiento lateral de la cabeza;
iACRO (%): spz viables con acrosomas intactos (PI-
/PNA-); VIAB (%): spz viables (SYBR14+/PI-); MIT (%):
spz con alto potencial de membrana (JC1+).

Un total de 236 capturas bajo anestesia general de 32 machos distintos proporcionaron
informacidn sobre: pardmetros morfométricos testiculares, parametros endocrinos utilizando
muestras sanguineas, asi como parametros seminales de los eyaculados obtenidos mediante

electroeyaculacién utilizando una recogida fraccionada.

Esta experiencia tiene como objetivo el estudio de las caracteristicas seminales (cuantitativas y
cualitativas) de eyaculados de oso pardo en relacion a cinco factores (periodo, edad, volumen
testicular, nivel de testosterona y estatus social) de importancia en la biologia reproductiva del
oso pardo que han sido caracterizados en las experiencias previas descritas en este manuscrito.
El factor estatus social pudo establecerse para dos de los afos estudiados, considerandose su
efecto también el afio inmediatamente anterior y el inmediatamente posterior a ellos debido a
la estabilidad de las relaciones de dominancia estudiadas, y por tanto dicho factor sdélo se
considerd para 4 de los afios estudiados. En primer lugar, se analizd para cada parametro
seminal el efecto del factor periodo dentro de la estacion reproductiva (EB = marzo y primera
quincena de abril, PB = segunda quincena de abril y mayo y LB = junio, julio y agosto). En segundo
lugar, los factores restantes fueron estudiados durante el periodo reproductivo central (PB).
Para ello, se establecié una clasificacion de cada uno de dichos factores en tres grupos: para la
edad “GE_1" = hasta 10 afos, “GE_2" = entre 10y 20 afios, y “GE_3" = mayor de 20 afios; para

el volumen testicular “VOL1” = hasta 60 cm?, “VOL2” = entre 60y 80 cm?, y “VOL3” = mayor de
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80 cm?3; para los niveles sanguineos de testosterona “GTES_1” = menor de 1 ng/mL, “GTES_2” =
entre 1y 10 ng/mL, “GTES_3” = mayor de 10ng/mL; y finalmente para el estatus de dominancia
“Dm” = dominantes, “In” = rango intermedio, “Sb” = subordinado, segun la clasificacién de los

machos previamente establecida en la primera experiencia.

Figura 19. Disefio experimental del estudio de los factores que influyen en la calidad de los eyaculados de
0so pardo del Parque de la Naturaleza de Cabarceno. “EB”: marzo y primera quincena de abril; “PB”:
segunda quincena de abril y mayo; “LB”: junio, julio y agosto.
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9.2. ANALISIS ESTADISTICO

Los factores con capacidad para definir la calidad seminal de los machos fueron analizados
aplicando un método lineal generalizado (procedimiento MIXED) con el fin de evaluar el efecto
de los periodos reproductivos (3 periodos), de la edad de los individuos (3 grupos), del volumen
de sus testiculos (tres grupos), del nivel de testosterona (tres grupos), y del estatus social (3

clases de dominancia).

Asimismo, un analisis de correlaciones (procedimiento CORR) fue aplicado para determinar la
relacion lineal (coeficientes de Spearman) entre distintos parametros etoldgicos (dominancia:
Dm, In y Sb), estacionales (periodos: EB, PB y LB) y endocrinos (testosterona sérica; ng/mL) y

algunos factores intrinsecos de los individuos (edad: afios; y volumen testicular: cm?3).
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9.3. RESULTADOS

9.3.1. Caracteristicas generales de los eyaculados

Para la obtencién de las muestras seminales, 236 electroeyaculaciones bajo anestesia general
fueron realizadas entre los meses de febrero y octubre (10 afios; Tabla 6). La fecha mas
temprana en la que se obtuvieron espermatozoides mediante electroeyaculacién fue el 8 de
febrero y la mas tardia el 28 de octubre, coincidiendo con la fecha mas temprana y tardia de
captura la toma de muestras bioldgicas. La frecuencia quincenal de las capturas en las que se
obtuvieron espermatozoides y aquellas en las que no (N = 14; 6 % del total) puede observarse
en la Figura 20. En total, se obtuvieron eyaculados en 222 electroeyaculaciones. Aunque existe
una menor intensidad de muestreo en los meses no reproductivos que dificulta el analisis de los
datos, parece existir una tendencia a un mayor nuimero de capturas sin obtencién de
espermatozoides por electroeyaculacion durante la época no reproductiva (28 % frente al 4 %

de las capturas azoospérmicas sucedidas en la época reproductiva).

Finalmente, en 26 de esas electroeyaculaciones no pudo obtenerse una fraccion no
urospérmica. De esta manera, sélo 196 de las sesiones de electroeyaculaciéon dieron como
resultado una muestra seminal con espermatozoides sin contaminacién con orina segun los
criterios de urospermia descritos con anterioridad, de las cuales 8 sucedieron durante la época

no reproductiva y 188 durante la época reproductiva.

100% R

90% 0 I
80%

70%

60%

50%

40%

30%

20%

10% 0

0
F M A My Jn J Ag s 0

M Capturas en las que se obtienen espermatozoides M Capturas azoospérmicas

X

Figura 20. Distribucidon quincenal de las capturas utilizadas para la recogida de muestras seminales
mediante electroeyaculacidn segun la presencia o ausencia de espermatozoides. “F”, “M”, “A”, etc.,
corresponden con los meses del aiio (febrero, marzo, abril, etc.). Los nimeros indican nimero de capturas
para los dos tipos diferenciados de muestras: negro para las capturas en las que no se obtuvieron
espermatozoides en la electroeyaculacién (azoospérmicas) y azul para las capturas en las que se
obtuvieron espermatozoides.
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En esta experiencia, se emplearon los datos derivados del analisis de las 188 fracciones ricas o
FR derivadas de las capturas realizadas durante la época reproductiva. La fraccion rica es aquella
fracciéon con mayor concentracién espermatica de cada eyaculado, y que se asume como
representativa de la calidad seminal del macho en el momento de la recogida. Los principales
resultados para los pardmetros seminales cuantitativos, de movilidad espermatica y aquellos
relacionados con la viabilid, integridad estructural y actividad mitocondrial de los
espermatozoides elegidos como descriptivos de las muestras se pueden observar en la Tabla 16.
Segln estos datos generales, las fracciones ricas tienen promedios de pH de 8,3, de osmolalidad
ligeramente inferior a 300mOsm/kg, de porcentaje de espermatozoides mdviles totales de un
74,6 %, de porcentaje de espermatozoides progresivos de un 45,5 %, velocidades medias y
rectilineas de sus espermatozoides de 100,2 um/s y 75,0 um/s respectivamente, un porcentaje
de espermatozoides viables con acrosomas intactos (PI/PNA) del 79 %, una viabilidad del 76,5 %
(SIBR14/Pl), y un porcentaje de espermatozoides con alto potencial de membrana mitocondrial

(JC-1) del 71,5 %.

Tabla 16. Caracteristicas seminales de la fraccion rica (N = 188) de los eyaculados de oso pardo del Parque
de la Naturaleza de Cabarceno obtenidos mediante electroeyaculacién durante la época reproductiva
(marzo - agosto).

Parametro N Media + SEM Min. — Max.
pH 180 8,31+0,0 6,7-9,3
Osmolalidad (mOsm/kg) 165 296,1+1,8 208,0 - 409,0
Volumen (mL) 188 1,9+0,1 0,3-10,5
Concentracién (spz x 105/mL) 188 294,3 £ 21,2 0,0-1417,5
Produccion (spz x 10€) 188 545,0 £+51,9 0,0-5321,0
MI (%) 170 74,6 £1,3 24,0-99,5
MP (%) 170 455+15 1,4-90,8
VAP (um/s) 170 100,2+1,9 37,4 -156,2
VSL (um/s) 170 75,0+£2,0 14,7 - 140,2
LIN (%) 170 49,6 £ 0,7 26,8-73,4
ALH (um) 170 50+0,1 1,8-10,4
iACRO (%) 178 79,0+0,9 31,0-98,9
VIAB (%) 140 76,5+1,1 10,0-94,0
MIT (%) 121 71,5+2,0 0,0-98,0

Ml (%): Espermatozoides moviles totales; MP (%): Espermatozoides con movimiento
progresivo; VAP (um/s): Velocidad media; VSL (um/s): Velocidad rectilinea; LIN (%):
Linealidad; ALH (um): Amplitud del movimiento lateral de la cabeza; iACRO (%):
Espermatozoides viables con acrosomas intactos (PI-/PNA-); VIAB (%):
Espermatozoides viables (SYBR14+/Pl-); MIT (%): Espermatozoides con alto
potencial de membrana mitocondrial (JC1+).
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9.3.2. Analisis de los factores de variacion de la calidad de los eyaculados

Cada parametro de calidad del semen fresco fue analizado en funcidn de cinco factores elegidos
como posibles determinantes de calidad seminal: por un lado, la estacionalidad reproductiva, v,
por otro lado, una vez eliminado el efecto de la estacionalidad, cuatro factores intrinsecos del
individuo en el momento de la recogida de la muestra: la edad, el volumen testicular, los niveles

de testosterona en sangre y el estatus social o de dominancia.

En primer lugar, el analisis de la influencia estacional sobre las caracteristicas seminales mostré
diferencias estadisticamente significativas entre periodos tanto en pardmetros de produccion
seminal como cinéticos y relacionados con la viabilidad, integridad estructural y actividad
mitocondrial de los espermatozoides (Figura 21 y Tabla A5). Con la finalidad de estudiar los
factores dependientes del individuo (edad, volumen testicular, nivel de testosterona y estatus
social) y teniendo en cuenta el efecto externo de la estacionalidad, las Tablas A6 a A19 (apéndice
A) muestran para todos los parametros estudiados los resultados obtenidos para cada factor en
cada periodo. En segundo lugar, el efecto de la edad, el volumen testicular, los niveles de
testosterona y el estatus social han sido estudiados en aquellas muestras obtenidas durante el

periodo reproductivo central (PB) y pueden consultarse en las Figuras 22 a 25.

Las correlaciones entre dichos factores se pueden observar en la Tabla 17. Se encontré una
correlacidn positiva de la testosterona (ng/mL) con la edad (afios) (p < 0,05; r = 0,16) y con el
volumen testicular (cm3) (p < 0,05; r = 0,19), y una correlacién negativa de la testosterona
(ng/mL) con los periodos (EB, LB, LB) (p < 0,01; r =-0,51;). Ademas, el volumen de los testiculos
(cm?3) también estuvo correlacionado positivamente con la edad (afios) (p < 0,01; r=0,34;) y con

las clases de dominancia (Dm, In, Sb) (p < 0,05; r = 0,31).

Tabla 17. Andlisis de correlacidn entre los factores estudiados como posibles determinantes de la calidad
de los eyaculados (coeficiente de correlacién de Spearman).

VOLUMEN
PERIODO EDAD TESTICULAR TESTOSTERONA DOMINANCIA

Coef. Prob>|r| Coef. Prob>|r| Coef. Prob>|r] Coef. Prob>|r| Coef. Prob>|r|

PERIODO -
EDAD 0,088 0,244 -
VOLUMEN
TESTICULAR -0,011 0,888 0,336 <0,001 -

TESTOSTERONA  -0,514  <0,001 0,159 0,034 0,188 0,019 -
DOMINANCIA -0,061 0,639 -0,176 0,171 0,312 0,029 -0,078 0,545 -

Periodo: 3 periodos reproductivos (EB, PB, LB); Edad (afios); Volumen testicular (cm?3); Testosterona
(ng/mL); Dominancia: 3 clases de dominancia (Dm, In, Sb).
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9.3.2.1. Estacionalidad

Los parametros indicadores de caracteristicas fisicoquimicas y de produccidon seminal sélo
mostraron diferencias estadisticamente significativas para el volumen de la fraccién rica (Figura
21). En general, se observé una tendencia al aumento del volumen de la FR a lo largo de toda la

época reproductiva (de marzo hasta agosto; p = 0,07 entre EB y PB, y p < 0,05 entre EB y LB).

Una evolucién similar pudo apreciarse en algunos pardmetros cinéticos, en concreto VAP, VSLy
LIN, que fueron menores durante EB en comparacién con LB (p < 0,05, p < 0,01 y p < 0,01,
respectivamente). Ademas, LIN fue inferior (p < 0,05) y VSL tendié a ser inferior (p = 0,07)
durante el pico de actividad sexual (PB; segunda quincena de abril y mayo) que durante el

siguiente periodo (LB; junio, julio y agosto).

El andlisis de la influencia de la estacionalidad reproductiva sobre las caracteristicas
citofisiolégicas de los espermatozoides mostrd que el porcentaje de espermatozoides viables
con acrosoma intacto (IACRO) fue menor durante EB que durante PBy LB (p < 0,01y p < 0,05,
respectivamente). Adema3s, existié una tendencia hacia valores inferiores de VIAB al principio de
la época reproductiva (EB) respecto a los otros dos periodos que la componen (p = 0,05 para
ambos). El porcentaje de espermatozoides con alto potencial de membrana mitocondrial no

vario entre los tres periodos de la época reproductiva.

9.3.2.2. Edad

Respecto a las caracteristicas fisicoquimicas, encontramos en primer lugar que los animales
jévenes de edad intermedia, entre 10 y 20 afios, produjeron fracciones ricas de menor pH 'y
menor concentracién espermatica que los osos jévenes de menos de 10 anos (0,05 en ambos
casos) (Figura 22). No obstante, los cambios en la concentracién espermatica no se reflejaron
en una disminucién del nimero de espermatozoides totales (p > 0,05). En este punto, es
necesario destacar que no existieron diferencias significativas en las caracteristicas seminales
para los animales de mas de 20 afios con respecto a los otros dos grupos de edad en ninguno de

los pardmetros estudiados.

Durante pico de actividad reproductiva, no existié efecto de la edad del macho donante ni en

los parametros de movilidad ni en los parametros cinéticos analizados.

La edad del oso no influyd ni en el porcentaje de espermatozoides vivos con el acrosoma intacto
ni en la viabilidad, pero si en el porcentaje de espermatozoides con alto potencial de membrana

mitocondrial, que fue superior en osos de edad intermedia respecto a los mas jévenes (p < 0,05).
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Figura 21. Parametros seminales de la fraccion rica del electroeyaculado en oso pardo durante la época
reproductiva segun periodos. “PreB”: enero y febrero; “EB”: marzo y primera quincena de abril; “PB”:
segunda quincena de abril y mayo; “LB”: junio, julio y agosto; “PostB”: septiembre a diciembre. Ml (%):
Espermatozoides moviles totales; MP (%): Espermatozoides con movimiento progresivo; VAP (um/s):
Velocidad media; VSL (um/s): Velocidad rectilinea; LIN (%): Linealidad; ALH (um): Amplitud del
movimiento lateral de la cabeza. iIACRO: Espermatozoides viables con acrosomas intactos (Pl-/PNA-);
VIAB: Espermatozoides viables (SYBR14+/Pl-); MIT: Espermatozoides con alto potencial de membrana
mitocondrial (JC1+). Letras distintas (a, b) en el mismo parametro indican diferencias significativas entre
periodos (p < 0,05).
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Figura 22. Parametros seminales de la fraccidn rica del electroeyaculado en oso pardo durante el periodo
reproductivo central (PB) segln la edad (GE_1: hasta 10 afios; GE_2: a partir de 10 y hasta 20 afios; GE_3:
mayor de 20 afios). Ml (%): Espermatozoides moviles totales; MP (%): Espermatozoides con movimiento
progresivo; VAP (um/s): Velocidad media; VSL (um/s): Velocidad rectilinea; LIN (%): Linealidad; ALH (um):
Amplitud del movimiento lateral de la cabeza. iACRO: Espermatozoides viables con acrosomas intactos
(P1-/PNA-); VIAB: Espermatozoides viables (SYBR14+/PI-); MIT: Espermatozoides con alto potencial de
membrana mitocondrial (JC1+). Letras distintas (a, b) en el mismo pardmetro indican diferencias
significativas entre grupos de edad (p < 0,05).
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9.3.2.3. Volumen testicular

Los 0sos con mayor tamario testicular en el momento de la captura (VOL3) aportaron eyaculados
con una fraccién rica de menor pH (p < 0,01), mayor volumen (p < 0,01), y mayor nimero de
espermatozoides (p < 0,05) que aquellos con un tamafio de testiculos intermedio (VOL2) (Figura
23). Ademds, esta misma evolucién se puede observar entre VOL3 y los 0osos de menor tamaiio
testicular (VOL1), en forma de tendencia para el pH y el volumen de la fraccién rica (p = 0,07 en
ambos casos) y de forma significativa para el nimero de espermatozoides (p < 0,01). La

concentracién espermatica también tendié a aumentar (p = 0,08) entre VOL1 y VOL3.

El volumen testicular no se relaciond con variaciones en la movilidad espermatica (Ml ni MP).
Todos los pardmetros cinéticos mostraron una disminucién en sus valores promedio a medida
gue aumenta el volumen testicular, pero esto sélo se tradujo en diferencias significativas en el
caso de una menor VAP y VSL de VOL3 en comparacion con VOL1 (p < 0,05 para ambos casos),

y en una tendencia para VSL entre VOL2 y VOL3 (p = 0,06).

No existid efecto del volumen testicular del macho donante sobre ninguno de los pardmetros

determinados mediante citometria de flujo.

9.3.2.4. Testosterona sérica

No existid efecto de los niveles de testosterona sérica (T) en las caracteristicas fisicoquimicas ni

con los parametros de produccién de los eyaculados (Figura 24).

Bajos niveles séricos de testosterona (GTES_1) se relacionaron con valores inferiores en la
movilidad. Para el caso de la motilidad progresiva, esta disminucién existe sélo en comparacién
con los individuos con T intermedia entre 1y 10 ng/mL (GTES_2) (p < 0,05), pero no con aquellos
con T mayor de 10 ng/mL (GTES_3) (p > 0,05). Para el porcentaje total de espermatozoides
moviles (M), las diferencias fueron siempre significativas (p < 0,05 al compararlo tanto con
GTES_2 como con GTES_3). Bajos niveles séricos de testosterona (GTES_1) también se
relacionaron con valores inferiories en los parametros cinéticos VAP y VSL (p < 0,01 en
comparacién con GTES_2 y p < 0,05 en comparacién con GTES_3 para ambos parametros). Los
valores de ALH, ademas, resultaron ser mayores en GTES_2 (p < 0,01 en comparacién con

GTES_1; p < 0,05 con GTES_3), y también en GTES_3 en comparacién con GTES_1 (p < 0,05).

Sin embargo, bajos niveles séricos de testosterona mostraron un efecto positivo en iACRO (p <
0,05 en comparacidn con GTES_2 y p = 0,07 con GTES_3) y MIT (p < 0,05 en comparacidn con
GTES_2 y p < 0,05 con GTES_3).
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Figura 23. Parametros seminales de la fraccidn rica del electroeyaculado en oso pardo durante el periodo
reproductivo central (PB) segln el volumen testicular (VOL1: hasta 60 cm3; VOL2: a partir de 60 y hasta
80 cm3; VOL3: mayor de 80 cm3). MI (%): Espermatozoides mdviles totales; MP (%): Espermatozoides con
movimiento progresivo; VAP (um/s): Velocidad media; VSL (um/s): Velocidad rectilinea; LIN (%):
Linealidad; ALH (um): Amplitud del movimiento lateral de la cabeza. iACRO: Espermatozoides viables con
acrosomas intactos (PI-/PNA-); VIAB: Espermatozoides viables (SYBR14+/PI-); MIT: Espermatozoides con
alto potencial de membrana mitocondrial (JC1+). Letras distintas (a, b) en el mismo parametro indican
diferencias significativas entre grupos de volumen testicular (p < 0,05).
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Figura 24. Parametros seminales de la fraccidn rica del electroeyaculado en oso pardo durante el periodo
reproductivo central (PB) segun la concentracién de testosterona testosterona (GTES_1: menor de 1
ng/mL; GTES_2: entre 1 y 10 ng/mL; GTES_3: mayor de 10ng/mL). Ml (%): Espermatozoides moviles
totales; MP (%): Espermatozoides con movimiento progresivo; VAP (um/s): Velocidad media; VSL (um/s):
Velocidad rectilinea; LIN (%): Linealidad; ALH (um): Amplitud del movimiento lateral de la cabeza. iACRO:
Espermatozoides viables con acrosomas intactos (PI-/PNA-); VIAB: Espermatozoides viables (SYBR14+/PI-
); MIT: Espermatozoides con alto potencial de membrana mitocondrial (JC1+). Letras distintas (a, b) en el
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mismo parametro indican diferencias significativas entre grupos de testosterona (p < 0,05).
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Figura 25. Parametros seminales de la fraccidn rica del electroeyaculado en oso pardo durante el periodo
reproductivo central (PB) segln el estatus de dominancia (Dm: dominantes; In: rango intermedio; Sb:
subordinados). MP (%): Espermatozoides con movimiento progresivo; VAP (um/s): Velocidad media; VSL
(um/s): Velocidad rectilinea; LIN (%): Linealidad; ALH (um): Amplitud del movimiento lateral de la cabeza.
iACRO: Espermatozoides viables con acrosomas intactos (PI-/PNA-); VIAB: Espermatozoides viables
(SYBR14+/PI-). Letras distintas (a, b) en el mismo parametro indican diferencias significativas entre clases

de dominancia (p < 0,05).

173



Elll. Resultados

9.3.2.5. Estatus social

El estudio de la influencia del estatus social en la calidad seminal mostré cémo el factor
dominancia no estuvo involucrado en variaciones en ninguno de los parametros seminales

estudiados (Figura 25).
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9.4. DISCUSION

La existencia de una seleccion sexual posterior a la copula en el oso pardo puede sugerirse
debido a la observacion de fracaso reproductivo en machos fértiles. De esta manera, osos de
demostrada validez como sementales no siempre producen descendencia tras una monta con
una hembra que si quedé prefiada de otro macho (Bellemain et al., 2006b). Dejando de lado
factores dependientes de la hembra en la explicacién de tal fenédmeno, el papel de la
competicion espermatica en la seleccion postcopulatoria cobra una gran significacion ya que
estamos hablando de una especie con un sistema reproductivo promiscuo para ambos sexos en
la que la paternidad multiple sucede de forma habitual. Caracteristicas seminales que otorguen
ventajas en la competicion por la fecundacion de los dévulos seran clave para el éxito
reproductivo de los machos y por tanto su aportacion a la genética poblacional, especialmente
para aquellos individuos que no tengan un acceso preferente a las hembras y por tanto no

dispongan de ventajas en la seleccidon sexual pre-copulatoria.

En el presente estudio, se han descrito las caracteristicas de la produccién seminal en el oso
pardo en los distintos periodos en los que se divide su época reproductiva, utilizando eyaculados
provenientes de electroeyaculacidn y animales de una poblacién mantenida en condiciones de
semilibertad. Un tamafo muestral elevado ha permitido que, posteriormente, y con la finalidad
de realizar un analisis integral de los determinantes de calidad seminal de mayor trascendencia,
se haya podido realizar un andlisis de la edad, el volumen testicular, el nivel de testosterona
sérica y el estatus de dominancia sobre parametros clave de las caracteristicas seminales sélo
en las muestras recogidas durante el periodo PB (segunda quincena de abril y mayo),
caracterizado por la maxima actividad reproductiva y concentracién de testosterona. De esta
manera, se pretende definir la influencia de los factores dependientes del individuo eliminando
en lo posible la influencia de efectos de la estacionalidad reproductiva, ya que ésta afecta no
s6lo a los pardmetros seminales sino también al ritmo bioldgico de algunos de los factores
estudiados como el volumen testicular o la testosterona. Esto ha sido posible gracias a la
definicidn previa de la jerarquia y ritmo bioldgico reproductivo anual de los machos de oso pardo
de la poblacién estudiada. Otros posibles factores implicados, como el tamafio o condicion
corporal o el perfil genético del macho, quedarian pendientes de ser objeto de andlisis en

futuros estudios.
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9.4.1. Caracteristicas generales de los eyaculados

En primer lugar, encontramos que las fechas de obtencién de espermatozoides por
electroeyaculaciéon coincidieron con la fecha mas temprana y mds tardia de toma de muestras.
Por tanto, no es posible descartar la existencia de espermatozoides antes o después de esas
fechas con los datos existentes. En vista de los resultados, podemos afirmar que, en estas
latitudes, los machos de oso pardo disponen de gametos en las génadas en una fecha tan
temprana como principios de febrero y tan tardia como finales de octubre, es decir, casi un mes
antes y mas de un mes mas tarde de las ultimas montas observadas. Un analisis preliminar
utilizando los machos de Cabdarceno que incluia en parte las mismas muestras que las utilizadas
en este estudio ya habia revelado la presencia de espermatozoides en electroeyaculados
obtenidos entre febrero y octubre (Manrique-Revuelta et al., 2023). Es posible obtener
espermatozoides a principios de febrero, mes en el que Tsubota & Kanagawa (1989) también
encontraron espermatogénesis activa en oso de Hokkaido, y también a finales de octubre,
coincidiendo con la descripcion de Erickson et al. (1968) de la presencia de espermatozoides
libres en epididimo y tubulos seminiferos en varios individuos de oso Kodiak durante octubre e
incluso un poco mas tarde, concretamente el 4 de noviembre. Esto confirma, una vez mas, la
capacidad de adaptacidn del sistema reproductivo del oso pardo. Los machos son capaces no
s6lo de exhibir comportamiento reproductivo en fechas no consideradas como época
reproductiva, como el otofio (Garcia-Rodriguez et al., 2020; Steyaert et al., 2012), sino que
nuestros datos demuestran que, ademas, estan fisioldgicamente preparados para proporcionar
gametos in vivo mediante técnicas no quirurgicas (electroeyaculacidn) de una calidad suficiente

para su posterior criopreservacion.

Aunque el pequefio tamafio muestral de la época no reproductiva no permite un analisis
profundo, parece existir una mayor dificultad para la obtencién de espermatozoides por
electroeyaculaciéon cuando no existe comportamiento reproductivo. Esto entra dentro de lo
esperado ya que durante la época reproductiva se espera un incremento de las reservas
espermaticas y una mayor facilidad para conseguir la eyaculaciéon. Lo sorprendente en este
sentido es que, aunque su frecuencia fuese menor que en la época reproductiva, la mayoria de
electroeyaculaciones llevadas a cabo en febrero, septiembre y octubre han dado como resultado
muestras conteniendo espermatozoides que en ocasiones fueron de una calidad aceptable. La
no obtencién de espermatozoides también sucede puntualmente en todos los periodos de la
época reproductiva, tanto EB como PB y LB. El significado de las muestras azoospérmicas no
tiene por qué ser la falta de espermatozoides disponibles, evento poco probable durante la

época reproductiva segun los datos disponibles en otras poblaciones sobre la presencia de
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espermatozoides libres en tubulos seminiferos mediante histologia, sino que puede estar
relacionado con un fallo en la electroeyaculacién. Posibles variaciones en el procedimiento,
como por ejemplo en la administracion de los estimulos eléctricos, deberian tenerse en cuenta,
aunque en nuestro estudio sélo dos personas experimentadas fueron las encargadas de
manipular la sonda transrectal en todas las recogidas. Procesos patoldgicos tampoco pueden ser
descartados dado la baja incidencia. En todo caso, la no obtencién de espermatozoides conlleva
el fracaso en la obtencién de material genético mediante la técnica de electroeyaculacién y por
tanto la utilidad del método para la preservacidn y/o uso en técnicas de reproduccion asistida
de gametos masculinos. Frecuencias de éxito en la electroeyaculacién en otras especies de
ursidos han resultado ser mucho menores, encontrando por ejemplo ratios del 53,8 % en oso
negro americano y 0so negro asiatico (Brito et al., 2010; Jeong et al., 2019) frente al 94%
observado en nuestro estudio. Tanto variaciones interespecificas como metodoldgicas podrian
estar influyendo en tal disparidad de resultados. En oso panda las cifras son mayores,
registrdndose porcentajes similares al nuestro, con un 93,2 % de electroeyaculaciones exitosas
durante la época reproductiva. Sin embargo, sélo un 35,4 % lo fueron en el periodo entre el 1
de enero y el comienzo de la época reproductiva y, en contradiccién con los resultados de
nuestro trabajo, ningln muestreo produjo espermatozoides en la etapa comprendida entre el

final la época reproductiva y el final del afio natural (Aitken-Palmer et al., 2012).

Se debe tener en cuenta en todo momento que en este trabajo sélo se ha utilizado la fraccidon
rica para el analisis de los factores de variacion seminal, lo cual conlleva importantes
connotaciones a la hora de discutir el significado de los resultados de ciertos pardmetros
referentes al volumen de la muestra y a la concentracién y produccién espermaticas.
Disponemos de datos de dichos pardmetros en semen fresco de oso pardo (Alvarez et al., 2012;
Ishikawa et al., 1998) y otros ursidos (Chen et al., 2007; Okano et al., 2009), pero no es posible
realizar una comparativa exahustiva ya que proceden de electroeyaculaciones no fraccionadas
y por tanto se refieren a la totalidad eyaculado. La recogida fraccionada permite en nuestro
trabajo descartar las muestras urospérmicas y las menos concentradas, de manera que la
fraccidon rica es una muestra que presenta un menor volumen y menor numero de
espermatozoides, asi como una mayor concentracion espermdtica y un mayor pH que la

totalidad del eyaculado.

El oso pardo se puede considerar como una especie cuyos machos son potencialmente buenos
donantes de material seminal para su uso en bancos de recursos genéticos. En esta especie, el
protocolo de criopreservacion ha sido optimizado con estudios sobre la composicién de los

diluyentes utilizados y el momento de adicién de alguno de sus componentes (Alvarez-Rodriguez
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et al., 2011; Alvarez-Rodriguez, 2013a; Alvarez-Rodriguez, 2013b; Anel et al., 2010; Gomes-
Alves, 2014a; Nicolas et al., 2011), el protocolo de centrifugacién (Alvarez-Rodriguez et al., 2016;
Anel-Lépez et al., 2017a; Nicolas et al., 2012a; Nicolas et al., 2012b), el protocolo de tratamiento
térmico en la criopreservacion (Lépez-Uruefia et al., 2014a; Lopez-Urueiia et al., 2014b) y sobre
distintas técnicas de almacenamiento precongelacién (Alvarez-Rodriguez et al., 2013c; Lépez-
Uruena et al.,, 2016; Lépez-Uruefia et al., 2015). Resulta especialmente interesante para el
aprovechamiento de estas muestras de elevado valor bioldgico el desarrollo de técnicas de
recuperacion de espermatozoides en muestras urospérmicas, debido a la elevada frecuencia de
su obtencién en el oso pardo (Gomes-Alves et al., 2014b). Si bien en nuestro trabajo sélo se
habla de las fracciones no urospérmicas como indicador de la calidad seminal de cada eyaculado,
la mejora de las caracteristicas de estas muestras sometidas a estrés osmético debido a la
presencia de orina supone un avance en el aprovechamiento integral de la muestra obtenida,
algo que en el dmbito de las especies en peligro es fundamental. Sin embargo y seguin nuestro
conocimiento, hasta el momento no existia un analisis predictivo de la calidad de los eyaculados
frescos que permitiese la mejora de la muestra obtenida en base a la seleccién del macho y del
momento de obtencidn de los mismos. El trabajo aqui presentado, basado en la comprension
de algunos de los determinantes bioldgicos de la calidad de los eyaculados, permitird mejorar la
calidad de los gametos obtenidos en el marco de muestreos programados para su preservacion
en un banco de recursos genéticos, ademas de anticipar algunos aspectos de la calidad de
muestras obtenidas de forma oportunista ante la posibilidad o necesidad de muestrear un oso

anestesiado por otras razones (actuaciones no programadas).

9.4.2. Analisis de los factores de variacion de la calidad de los eyaculados

9.4.2.1. Estacionalidad

Las muestras seminales obtenidas mediante electroeyaculacién en el oso pardo presentan
diferencias segun los periodos en los que se divide la época reproductiva sélo para algunos de
los factores estudiados (volumen de la muestra, VAP, VSL, LIN e iACRO). Hasta ahora, sdlo se
conocian diferencias estacionales en el semen de oso pardo referentes a la condensacién de la
cromatina (Garcia-Macias et al., 2006), la cual se encuentra mas condensada al final de la época
reproductiva (julio y agosto) en comparacion con el resto de la época reproductiva (marzo a
junio). Informacién en otras especies de ursidos habia mostrado resultados contrarios a lo
encontrado en el oso pardo en este trabajo, ya que no se habian detectado diferencias en las

caracteristicas del semen durante la época reproductiva en oso negro asiatico (Okano et al.,
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2009) ni en oso panda salvo en la integridad del acrosoma en este ultimo (Aitken-Palmer et al.,
2012). En ambos trabajos, el analisis incluyd la division de la época reproductiva en tres y dos
periodos, respectivamente. Sin embargo, los resultados en oso panda respecto al estado de los
acrosomas no corresponden con los encontrados en este trabajo: mientras que en oso pardo el
porcentaje de espermatozoides con los acrosomas intactos es menor al principio de la época
reproductiva (EB), en oso panda lo es al final de la misma. Tanto en el oso panda como en el 0so
negro asiatico se observaron diferencias estacionales en pardmetros seminales cuantitativos
(volumen y concentracion) y cualitativos (movilidad y viabilidad) al comparar la época

reproductiva con la época no reproductiva.

El estudio de cambios temporales en la calidad seminal en otros carnivoros salvajes con
reproduccion estacional es escasa y con frecuencia no incluye el andlisis de variaciones dentro
de la época reproductiva (Byers et al., 1990; Crosier et al., 2007). Incluso el analisis de datos en
la totalidad del afio resultd en diferencias también en un nimero limitado de pardmetros para
el guepardo (Crosier et al., 2007) o no mostrd diferencias como sucede en el tigre siberiano
(Byers et al., 1990) analizando muestras procedentes de pocos individuos y de muy distinta
edad. Los datos presentados para el coyote resultaron mas interesantes ya que describieron la
variacion mensual de algunas caracteristicas de los eyaculados tanto dentro como fuera de la
época reproductiva, las cuales seran comentadas mas adelante, pero no los relacionaron con
cambios en la biologia reproductiva de los machos como pueden ser el comportamiento

reproductivo o el perfil hormonal (Minter & DelLiberto, 2008).

El efecto de la estacionalidad reproductiva en el semen de los osos de Cabarceno es menor del
que cabria esperar en una especie con ritmo bioldgico anual y cambios hormonales tan
marcados. Solo se observan valores medios crecientes en el volumen de la fraccidn rica, VAP,
VSL, LIN, iACRO y viabilidad durante los tres periodos que componen la época reproductiva.
Estos aumentos son significativos al comparar el comienzo de la época reproductiva con el final
de la misma en el volumen (p < 0,05), VAP (p < 0,05), VSL (p < 0,01), LIN (p < 0,01), e iACRO (p <
0,05), y también existe una tendencia en el mismo sentido para la viabilidad (p = 0,05). Otras
diferencias o tendencias con PB avalan también esta mejora creciente en la calidad seminal a
medida que avanza la época reproductiva (p < 0,01 entre EB y PB para iACRO; p = 0,06 entre EB
y PB para volumen; p = 0,05 entre EB y PB para VIAB; p = 0,09 entre EB y PB para VAP; p < 0,05
entre PBy LB para LIN; p = 0,07 entre PB y LB para VSL). Estos datos estan en concordancia con
las mejoras en los indices de fragmentacion del DNA de los espermatozoides en julio y agosto
(LB) mostradas por Garcia-Macias et al. (2006). Un mayor volumen de la fraccidn rica no supone

una mejora cualitativa real per se, ya que, aunque sea deseable, sélo se traduce en un mayor
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nimero de gametos disponibles para su preservacion dependiendo de la concentracién de la
muestra. En el coyote se han encontrado grandes diferencias en las todas las caracteristicas
seminales estudiadas para el primer mes de su época reproductiva (diciembre hasta abril)
(Minter & Deliberto, 2008). El numero de espermatozoides obtenido, su motilidad, viabilidad y
porcentaje de normalidad en la morfologia espermatica fueron significativamente menores en
diciembre respecto al resto de la época reproductiva, pero no mostraron diferencias entre
meses a partir de enero. Estos datos coinciden por tanto con lo encontrado en oso pardo en el
sentido de una mejora de la calidad seminal a lo largo de la época reproductiva, pero ésta fue
mas progresiva para el caso del oso pardo y muy brusca en el coyote. A pesar de existir
disminuciones en algunos parametros seminales durante la época EB, al principio de la época
reproductiva los valores promedio de las diferentes caracteristicas seminales obtenidos aun
pueden considerarse de buena calidad seminal para su uso como material objeto de

criopreservacion.

Estas diferencias estacionales encontradas para algunas de las caracteristicas del semen, unidas
a los ritmos ciclicos de la testosterona y el volumen testicular previamente descritos en este
manuscrito, han hecho necesaria la delimitacidon temporal de las muestras utilizadas para el
andlisis de los restantes posibles determinantes de la calidad de los eyaculados. La época
reproductiva central, donde sucede el pico de actividad reproductiva y de testosterona
circulante de los machos, ha sido escogida para tal fin ya que se considera la etapa de maximo

exponente de la funcién reproductiva en el oso pardo.

9.4.2.2. Edad

La edad es uno de los factores mas cominmente descritos como determinante del éxito
reproductivo de los machos de oso pardo en su medio natural. En concreto, se ha descrito mayor
probabilidad de obtener descendencia entre los 9 - 18 afios para oso grizzly (Craighead et al.,
1995b) y 10 - 14 afios para oso de Hokkaido (Shimozuru et al., 2020). Existe un estudio en o0so
pardo escandinavo que reivindica una relacion lineal entre edad y éxito reproductivo, pero éste
debe ser interpretado con cautela para edades avanzadas, ya que tales resultados se obtuvieron
analizando dos poblaciones con rangos de edad muy desplazados hacia osos bastante jovenes
en las que soélo existian 2 individuos de mas de 20 afios de edad (Zedrosser et al., 2007). Aunque
son muchos los factores que influyen en el éxito reproductivo global de un macho, se describe
una merma en la calidad seminal a edades avanzadas o a edades tempranas inmediatamente

posteriores a la pubertad tanto para el ser humano como para algunas especies domésticas en
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general (Corte Pause et al., 2022; Kidd et al., 2001; Martins-Bessa et al., 2021). Por lo tanto, los
conocimientos actuales sobre éxito reproductivo en el oso pardo estarian en consonancia con
la hipdtesis de la existencia de un posible pico de calidad seminal a edades intermedias en la

especie.

El estudio del efecto de la edad en las caracteristicas seminales en la poblacidn de oso pardo del
Parque de la Naturaleza de Cabarceno muestra diferencias en tan sdlo tres de los parametros
estudiados: menor pH, menor concentracidon espermdtica y mayor MIT en osos jovenes de hasta
10 afios pero sélo en comparacidon con osos de entre 10 y 20 afos. Ninguna diferencia
estadisticamente significativa ha sido detectada en las caracteristicas seminales en animales de
mds de 20 afios de edad, pero posibles tendencias reales pueden estar sesgadas debido al
pequeio tamafio muestral de las muestras pertenecientes a dicha subpoblacidn, compuesta de
un maximo de 5 muestras. El significado de los cambios descritos no indica claramente una
mayor calidad seminal en funcién de la edad. Por un lado, es dificil determinar un posible efecto
del pH en la fertilidad cuando siempre se encuentra por encima de 8. La menor concentracion
espermatica en edades intermedias podria indicar un efecto negativo, pero sin embargo esta
disminucién no estuvo asociada a una diferencia significativa en el nimero de espermatozoides
producidos en la fraccién rica. Por ultimo, el grupo de edad intermedia, en el que existe menor
concentracion de gametos, presenta una mayor proporcién de espermatozoides con alto
potencial de membrana mitocondrial, la cual es una caracteristica deseable desde el punto de
vista de la fertilidad. Los resultados aqui descritos no apoyan claramente la hipdtesis de calidad
seminal éptima a edades intermedias en el oso pardo, y por tanto no explican los mayores
indices de éxito reproductivo a edades intermedias encontrados en la especie. Una menor
concentracién espermdtica en edades intermedias si podria ser indicativa de una mayor
actividad eyaculadora, como ya se ha demostrado en otras especies para el eyaculado completo

(Montes-Garrido et al., 2022; Snider et al., 2022).

En oso panda, tampoco se han detectado grandes efectos de la edad en las caracteristicas de los
eyaculados, encontrandose variaciones tan sélo en el pH y en algunos tipos de anormalidades
morfoldgicas. No obstante, las diferencias observadas para el pH en oso panda se refieren tan
so6lo a osos de 5,5 afios, cuyos eyaculados tenian mayor pH comparado con los de 6,5 afios
(Aitken-Palmer, 2010), mientras que en oso pardo ambas edades forman parte del mismo grupo
de edad estudiado y las diferencias detectadas se refieren a un menor pH para individuos de
entre 10 y 20 afios en comparacion con aquellos de menos de 10 afios. En todo caso, el pH de
los eyaculados parece un pardmetro sensible a los cambios asociados a la edad en ursidos. Al

contrario que lo encontrado en nuestro trabajo, la concentracion de espermatozoides fue uno
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de los parametros estudiados en el oso panda que no se vio afectado por la edad (Aitken-Palmer,
2010), mientras que no existen referencias acerca del potencial de membrana mitocondrial en
otros ursidos. Cambios en la concentracion espermdtica asociados a la edad han sido
descartados también en individuos no juveniles en el guepardo, mientras que el factor edad no
ha sido estudiado para el pH ni para el potencial de membrana mitocondrial en dicha especie
(Crosier et al., 2007). En la hiena no ha podido ser demostrado ningln efecto de la edad en la
calidad seminal (Curren et al., 2013). Finalmente, encontramos que los resultados acerca de la
concentracién espermdtica en el eyaculado de équidos coinciden con los nuestros, ya que
Dowsett & Knott (1996) y Martins-Bessa et al. (2021) también describieron un descenso de la
misma en relacién a la edad en el caballo y el asno. Por ultimo, cabe resefiar que los leves
cambios asociados a la edad detectados no afectan a la movilidad espermatica ni en oso pardo
ni en otras especies de ursidos (Aitken-Palmer, 2010) ni en carnivoros silvestres adultos (Crosier

et al., 2007; Curren et al., 2013) descritas.

9.4.2.3. Volumen testicular

Parece razonable pensar que el tamafio de los testiculos, encargados de la formacidn de los
gametos y de sintetizar testosterona, tuviese una profunda influencia sobre la calidad seminal
en cualquier especie. Esta probable relacién, sin embargo, ha sido en general escasamente
estudiada y hasta la fecha no existen referencias al respecto en el oso pardo. Los Unicos estudios
en Ursidos que aportan datos sobre tamafio testicular y calidad seminal no analizaron una
posible relacion entre ellos (Aitken-Palmer et al., 2012; Moore et al., 1984). En otras especies de
mamiferos, se ha demostrado que menor volumen testicular estd relacionado con menor
volumen eyaculado (Curren et al., 2013) o menor produccién espermatica (Almeida et al., 2006;

Berndtson, 2014; Blottner et al., 1996; Gomendio et al., 2006).

En los machos de oso pardo de la poblacién que habita en el Parque de la Naturaleza de
Cabarceno, existen diferencias significativas en funcién del volumen testicular para los
siguientes parametros de la fraccién rica: pH, volumen del eyaculado, producciéon de
espermatozoides, velocidad media, y velocidad rectilinea. El nimero de espermatozoides de la
fraccidn rica estd aumentado en los individuos con un volumen testicular mayor (mayor de 80
cm?3). Una relaciéon positiva entre el nimero de espermatozoides totales del eyaculado y el
volumen testicular es un hallazgo habitual que ha sido descrito en especies domésticas como el
cerdo, toro, carnero y macho cabrio (Berndtson, 2014), ungulados silvestres (Almeida et al.,

2006; Blottner et al., 1996) y distintas especies de roedores (Gomendio et al., 2006). Aunque
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este hecho podria apoyar nuestros resultados, hay que recordar que en este trabajo sélo hemos
analizado el nimero de espermatozoides de la fraccidon rica. En el presente trabajo, este
incremento en el nimero de espermatozoides se encuentra explicado por un aumento del
volumen de la fraccion del eyaculado analizada, junto con una tendencia de la concentracién
espermatica a aumentar en los machos con los testiculos mas grandes en comparacion con los
de menor tamafio (hasta 60 cm?). Testiculos de mayor tamafio implican por un lado un mayor
numero de tubulos seminiferos, lugar donde ocurre la sintesis de espermatozoides, a la vez que
un incremento en el tejido intersticial que contiene células de Leydig productoras de
testosterona, entre cuyas funciones se encuentran estimular la producciéon espermdtica
(Walker, 2009). Esta relacidn positiva entre el volumen testicular y el volumen del eyaculado
también sucede en los eyaculados obtenidos por electroeyaculacion en hienas (Curren et al.,
2013), aunque los resultados mostrados para dicha especie no coinciden con los nuestros en la
existencia de diferencias en la produccién de espermatozoides en funcién del tamafio testicular.
Es importante recalcar de nuevo que, a la hora de comparar nuestros resultados, debemos tener
siempre en cuenta que no se refieren a la produccién espermatica ni volumen total del
eyaculado, sino de la fraccion rica, debido a las particularidades de la recogida seminal en oso
pardo, en la que resulta fundamental minimizar la contaminacién con orina de las muestras
obtenidas. En todo caso, los mayores volumen de la FR y nimero de espermatozoides que se
observan en los 0sos con los testiculos de mayor tamafo son caracteristicas deseables para la
preservacion exitosa en los bancos de recursos genéticos. Las disminuciones detectadas en el
pH asociadas a un mayor volumen testicular se refieren a un pH siempre por encima de 8, por
lo que su implicacion en la calidad seminal es dificil de determinar. Del mismo modo, los
pardmetros cinéticos VAP y VSL disminuyen al aumentar el tamafio de los testiculos, pero de
nuevo su implicacién en la calidad global de la muestra resulta dificil de establecer ya que no se
ha observado un efecto sobre la motilidad individual ni progresiva. Al contrario que en o0sos, en
caballos si se ha descrito una relacidon entre tamafio testicular y movilidad, observandose
disminuciones concomitantes del tamafio testicular y motilidad progresiva espermatica
asociadas a animales seniles (Blanchard et al., 2013). Por otra parte, la viabilidad, estado de los
acrosomas y potencial de membrana mitocondrial de los espermatozoides no se ven influidos
por el volumen testicular, de forma que, durante el periodo de maxima actividad sexual, los
espermatozoides parecen ser estructuralmente funcionales por igual en relacion a los

parametros estudiados sin importar el tamafio de las génadas que los han producido.

Finalmente, es necesario destacar la correlacidon entre el volumen testicular en los osos de este

estudio y la edad. Los resultados de White et al. (1998) en oso grizzly secundan estos hallazgos
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con un coeficiente de correlacion que fue incluso mas fuerte que el nuestro (p < 0,01, r = 0,76;
frente a p < 0,01, r = 0,34). El volumen testicular también estuvo correlacionado con la
testosterona sérica. Una relacién positiva del tamafio testicular con la testosterona es un
hallazgo frecuente en numerosas especies de mamiferos de reproduccidn estacional, como el
ciervo ibérico (Malo et al., 2012), las ovejas silvestres de raza Soay (Preston et al., 2012), o el
coyote (Minter & Deliberto, 2008). Como ya comentdbamos anteriormente, mayores
cantidades de tejido intersticial testicular y por tanto de células de Leydig significan una mayor

secrecion de testosterona (Walker, 2009).

9.4.2.4. Testosterona sérica

Los datos aqui presentados muestran que los niveles de T no necesitan ser notoriamente
elevados para que existan gametos en las génadas del oso pardo. Los hallazgos de Tsubota &
Kanagawa (1989) ya describieron concentraciones de testosterona por debajo de 1ng/mL
concomitantes con la presencia de gametos en el oso de Hokkaido, lo cual ha sido corroborado
en la poblacién de osos de Cabarceno. Sin embargo, valores concretos de testosterona sérica o
incluso en plasma seminal podrian estar relacionadas con la optimizaciéon de la funciéon
reproductiva de los machos, como ya ha sido sugerido en cuanto a niveles dptimos de
concentraciones de testosterona en el plasma seminal en el ser humano (Thanaboonyawat et
al., 2017). De hecho, ya se ha comentado en este manuscrito como existe comportamiento
sexual en el periodo LB a pesar de que T no difiere estadisticamente con aquella encontrada en
la época no reproductiva. Por todo ello, consideramos que la influencia de otras hormonas en el
desarrollo de patrones y funciones reproductivas debe ser objeto de futuros estudios en el oso
pardo. Ademas de otras sustancias neuroendocrinas, un efecto estacional mediado por la
testosterona podria estar sucediendo. Hipotéticamente, ciertos niveles de T serian necesarios
para desencadenar la espermatogénesis, pero la produccidn de espermatozoides no es
inmediata, sino que esta sujeta a la duracidn del ciclo espermatogénico. Del mismo modo, los
niveles de testosterona influyen en la producciéon espermdtica una vez instaurada la
espermatogénesis. Asi, y debido asimismo a los profundos cambios que dicha hormona
experimenta a lo largo del afio, las muestras analizadas en este trabajo para estudiar la relacién
entre Ty la calidad seminal sélo incluyen eyaculados obtenidos durante el periodo comprendido
entre la segunda quincena de abril y mayo, época en la cual sucede el pico de T en los osos de
Cabarceno. También con la finalidad de disminuir posibles efectos de otros factores, todas las
muestras fueron tomadas antes de comenzar el procedimiento de electroeyaculacion para

evitar posibles influencias de variaciones en el cortisol, cuya concentracién ha demostrado
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aumentar transitoriamente por efecto de la electroeyaculacion en el guepardo (Wildt et al.,
1984). A pesar del papel controvertido de la concentracién de testosterona circulante en el
momento de la electroeyaculacién sobre aspectos comportamentales y sobre la existencia de
gametos, sus niveles si habian demostrado previamente estar relacionados con cambios en la
composicion del plasma seminal (Anel-Lépez et al., 2017b). El fluido seminal resulta
indispensable para la motilidad, viabilidad y en definitiva la capacidad fertilizante de los gametos
masculinos, e incluso es posible que posea funciones relacionadas con el desplazamiento de los
espermatozoides de otros machos, es decir, con la competicién post-copulatoria entre gametos

de diferentes machos (Birkhead & Pizzari, 2002).

Los niveles de T en el momento de la extraccién seminal son el factor que ha demostrado afectar
a mas parametros indicadores de las caracteristicas del eyaculado: ademas del estado acrosomal
y del potencial de membrana mitocondrial, la mayoria de los parametros cinéticos y
relacionados con la movilidad espermatica (MI, MP, VAP y VSL) mostraron cambios significativos
dependiendo de la concentracién de testosterona. En general, los osos pardos con bajas
concentraciones de T (menores de 1 ng/mL) produjeron menos espermatozoides moviles,
caracterizados por una menor velocidad en su trayectoria, rasgos sugestivos de una inferior
calidad seminal. Otras posibles diferencias del grupo de testosterona con concentraciones
menores de 1 ng/mL han podido no ser detectadas debido al reducido tamafio muestral en el
que se registrd una testosterona baja durante el periodo PB, de tan sélo 5 individuos, y a la
elevada variabilidad de los datos. Similares resultados se han encontrado en el coyote, donde la
testosterona resulté estar correlacionada con la movilidad progresiva (Minter & Deliberto,
2008). En ciervo ibérico, al contrario que en oso pardo, los resultados no detectaron un efecto
de la testosterona sobre VSL (Malo et al., 2012). En oso pardo, anteriores aproximaciones
mostradas por Anel-Lépez et al. (2017b) utilizaron muestras de la misma poblacién de estudio
en cualquier momento de la época reproductiva y sus resultados fueron contrarios a los aqui
expuestos ya que no mostraron diferencias en la motilidad total ni progresiva en funcién de T.
Esto se debe a que, en su caso, sélo dos grupos de animales fueron considerados en funcién de
su concentracion de testosterona, utilizando como valor de corte 5 ng/mL. Como vya
comentabamos, en oso pardo variaciones de T sélo se relacionan con cambios en la movilidad y
cinética de los espermatozoides por debajo de 1ng/mL. Por el contrario, nuestros datos si
guedan apoyados por lo detectado en el estudio de Anel-Lépez et al. (2017b) para el caso de la
osmolalidad, pH y recuento de espermatozoides, donde no existieron diferencias. Los osos que
en el momento de la recogida del eyaculado presentaban bajos valores de T, sin embargo,

mostraron mayor porcentaje de espermatozoides viables con acrosomas intactos en
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comparacién con aquellos con T entre 1 y 5 ng/mlL, asi como mayor porcentaje de
espermatozoides con alto potencial de membrana mitocondrial, siendo ambos parametros
indicadores de un mayor poder fecundante (Buffone, 2016). Estos resultados son de nuevo
contrarios en cuanto al estado acrosomal a lo encontrado por Malo et al. (2012) en el ciervo
ibérico, donde se ha demostrado una relacién positiva de la testosterona con el porcentaje de
espermatozoides con acrosomas intactos. Nuestros datos tampoco apoyaron una correlacion
positiva de la viabilidad espermatica con la testosterona previamente encontrada en el coyote,
en otro mamifero de reproduccién estacional (Minter & Deliberto, 2008). En los osos de la
poblacién aqui estudiada, una probable relacién entre los cambios en la movilidad y estructura
de los espermatozoides en funcién de T con la composicion del plasma seminal se hace patente
debido a las ya demostradas diferencias en distintos componentes del plasma en el oso pardo
asociadas a la testosterona (Anel-Lopez et al., 2017b), pero queda sujeta a futuros andlisis en los
gue se analice la composicion del plasma en individuos con testosterona sérica menor de
1ng/mL. Del mismo modo, y debido a que la testosterona es capaz de regular diversos aspectos
del comportamiento, posibles cambios en la frecuencia de actividad sexual relacionados con su
nivel sanguineo podrian modificar las caracteristicas del eyaculado. Mayores niveles de
testosterona podrian significar cambios en la libido, pero también en el tiempo empleado en
confrontamientos con otros machos o incluso causar el rechazo por parte de algunas hembras

debido a elevados niveles de agresividad en estos machos.

Ademas de los ya descritos efectos estacionales sobre T, ampliamente apoyados por la literatura
cientifica, durante la época reproductiva la testosterona de los machos de oso pardo de
Cabarceno se correlaciona positivamente con la edad y con el volumen testicular de los 0sos. En
0so panda, también se encontraron diferencias en los niveles de testosterona segun la edad,
pero sdélo antes de los 7 afios de edad (Aitken-Palmer, 2010). Por otro lado, anteriores estudios
realizados sobre los machos de Cabarceno mostraban una correlacion entre tamafio testiculary
testosterona sdélo en la época comprendida entre febrero y el pico de actividad reproductiva
(Gomes-Alves et al., 2011); estos nuevos datos suponen la evidencia de que en oso pardo, el
tamafio de las gonadas, como drganos responsables de la esteroidogénesis, se encuentra
directamente correlacionado con la concentracidn de testosterona circulante durante la
totalidad de la época reproductiva. Esta afirmacién se ve apoyada por los numerosos reportes
en los que los valores maximos de testosterona coinciden con el momento en el que existe
mayor tamafio testicular en el oso pardo (Manrique et al., 2012; Tsubota & Kanagawa, 1989;

White et al., 2005).
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9.4.2.5. Estatus social

El estatus social puede ser considerado la expresién ultima de una serie de caracteristicas
fisiolégicas y comportamentales con capacidad para ejercer influencia sobre la funcién
reproductiva. La informacién cientifica disponible revela que en la mayoria de especies
estudiadas existe una relacién, positiva o negativa, entre estatus social y calidad seminal, la cual
estd sujeta a la influencia de aspectos socio-ambientales (Montrose et al., 2008; Reuland et al.,
2021). Unainfluencia negativa, es decir, una calidad seminal superior en animales subordinados,
suele interpretarse como una adaptacion hacia ventajas post-copulatorias para individuos con
desventajas en la competicién por las hembras, mientras que en especies en las que los
subordinados tienen menor calidad seminal se ha sugerido un mecanismo asociado al estrés en
su regulacidn social (Montrose et al., 2008). Aunque los esfuerzos investigadores al respecto se
han incrementado en los ultimos afios, principalmente en peces, la informacion disponible sobre
especies de mamiferos es limitada y muy frecuentemente dirigida hacia roedores. En el oso
pardo, el éxito reproductivo en la especie parece verse sesgado hacia animales con superioridad
fisica (Bellemain et al., 2006b; Zedrosser et al., 2007), pero el papel de los diferentes
componentes pre-copulatorios y post-copulatorios de la seleccién sexual a este nivel aun esta
por determinar. Por primera vez, la descripcidn de la estructura social en una poblacién con un
numero suficiente de machos de caracteristicas sexuales conocidas ha permitido generar datos

al respecto en una especie de Ursido.

Sorprendentemente, los resultados han demostrado que ninguno de los parametros del
eyaculado estudiados variaron en funcién del rango social al que pertenecia el macho donante.
El significado de esta informacién queda sujeto a discusion, ya que la compleja relacion entre
las consecuencias del estatus social de los machos y las caracteristicas de sus eyaculados aun no
ha podido ser cientificamente determinada (Reuland et al., 2021). Encontramos no obstante un
caso interesante de falta de diferencias asociadas al estatus social en |a calidad de los eyaculados
del pez Dermogenys collettei: en un principio fueron detectadas diferencias en la calidad seminal
segln la jerarquia social, pero la introduccidon de un refugio que disminuyé el nivel de
agresividad entre los machos hizo que desaparecieran y que dominantes y subordinados
pasasen a no mostrar variacion en las caracteristicas seminales. La explicacién a tal fendmeno
se basd en una posible reduccién del estrés en los animales subordinados. Las caracteristicas del
régimen de manejo y social del grupo de osos estudiado en este trabajo podrian tener por tanto
las claves para la explicacion de la falta de influencia del estatus social en la calidad seminal en
los machos de oso pardo de Cabarceno, ya que aunque existe una elevada densidad poblacional

las caracteristicas del recinto permiten el comportamiento de huida y de evasién de otros
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individuos, y, como ya comentabamos anteriormente, los niveles de cortisol de los machos no
son indicativos de un estrés crénico basal. En todo caso, la falta total de diferencias e incluso
tendencias nos muestra que el papel del estatus social en la competicidn espermatica podria ser
menor del esperado en una especie caracterizada por un elevado nivel de promiscuidad. La
presencia de una elevada densidad de hembras, no obstante, podria influir en la calidad seminal
de los machos de la poblacion de estudio, a través de los efectos por un lado de una mayor
frecuencia de eyaculacidn o incluso del aumento de oportunidades de monta en animales con
desventajas en la competicién entre machos por las hembras receptivas. En cualquier caso, aqui
se presentan datos pioneros que demuestran que, en el oso pardo, una especie en la que los
adultos no conviven en estrecha relacion de manera sistematica, el estatus social no determina
la calidad seminal de los machos cuando conviven en un grupo cerrado con acceso a hembras

reproductoras.

Por ultimo, es necesario resaltar que los machos de oso pardo son potencialmente buenos
donantes de material seminal para su uso en bancos de recursos genéticos. La especie se ha
consagrado como como un referente en el desarrollo de protocolos especificos de congelacion
de eyaculados obtenidos mediante electroeyaculacion, pero hasta ahora se habia destinado una
reducida atencion a la regulacion de las caracteristicas de sus eyaculados en fresco. La
identificacion de factores de variacién en la calidad seminal es fundamental para, por un lado,
comprender los procesos evolutivos poblacionales, y, por otro, dotar a los bancos de
germoplasma de unos protocolos estandarizados. El estudio de la estacionalidad reproductiva
como posible factor de variacion ambiental busca la comprensiéon del momento éptimo de
recoleccidon de los gametos, mientras que el estudio de factores dependientes del individuo
(edad, volumen testicular, niveles de testosterona, estatus social) permite la caracterizacién del
donante ideal en un programa de electroeyaculacién programado. En procedimientos de
electroeyaculaciéon no programados, realizados en situaciones excepcionales en las que se
accede a un animal por otras razones, tales conocimientos ayudardn a preveer la calidad de la
muestra obtenida. El estudio aqui presentado aporta una nueva perspectiva en un campo de
investigacion en el que existen muy reducidos datos debido a la dificultad de su obtencién, no
sélo en cuanto a las caracteristicas seminales en la especie, sino también en cuanto a la
comprension previa de los posibles factores moduladores. En nuestro caso, se ha utilizado la
misma poblacién de osos para establecer conocimientos previos sobre estructura social y
estacionalidad reproductiva necesarios para el desarrollo del proyecto. Un gran tamafio

muestral ha sido el otro ingrediente que ha permitido el analisis de factores de variacion en las
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caracteristicas seminales. El estatus de dominancia se ha sefialado en otras especies como
aspecto positivo o negativo en la calidad seminal, pero en el oso pardo, especie tradicionalmente
considerada solitaria pero que establece jerarquias de dominancia en al menos en situacién de
agregacion o convivencia en grupo como en la poblacidn estudiada, no se asocia con ninguna
variacion en las caracteristicas seminales. La estacionalidad es uno de los factores que se
esperaba mds influyesen en la calidad seminal, en especial debido a la extensa duracién de la
época reproductiva estudiada, pero su efecto parece no ser intenso durante la época
reproductiva. Aunque existen un menor volumen de la fraccién rica del eyaculado, pardmetros
cinéticos y porcentaje de espermatozoides con acrosomas intactos al comienzo de la época
reproductiva, sus valores no suponen una merma importante en dichas caracteristicas. Por ello,
tales variaciones no servirian para descartar la época reproductiva inicial como momento
recomendado para llevar a cabo una electroeyaculacién en el oso pardo, aunque si para marcar
como preferentes a tal efecto los periodos siguientes, es decir, a partir del aumento de la
actividad reproductiva en la segunda quincena de abril. De la misma forma, los factores edad y
volumen de los testiculos estdn involucrados en variaciones de ciertos parametros, pero no
implican cambios muy acusados y su significado biolégico es dificil de interpretar. La edad
también supuso un efecto pequefio o nulo en el oso panda y otros carnivoros salvajes como el
guepardo y la hiena. El volumen de los testiculos, por su parte, se identifica mas a menudo en
otras especies con variaciones en parametros productivos de la totalidad del eyaculado, los
cuales no fueron analizados en nuestro caso ya que sélo se utilizo la fraccion rica del mismo. El
factor concentracion de testosterona sérica en el momento de la electroeyaculacién es aquel
gue supone variaciones significativas en un mayor nimero de pardmetros de la fraccion rica
seminal. Los 0sos con una concentracion baja por debajo de 1 ng/mL muestran menores
resulados de movilidad y pardmetros cinéticos, pero sin embargo un mayor porcentaje de
espermatozoides con el acrosoma intacto y con alto potencial de membrana. Las implicaciones
de tales resultados en la capacidad fertilizante del eyaculado son de nuevo poco claras y
necesitarian otro tipo de estudios para su comprensidn. Este trabajo se presenta por tanto como
una evaluacidn de todos los aspectos de la biologia reproductiva del oso pardo que podrian
aplicarse al disefio de estrategias en relacion a los protocolos de criopreservacién de gametos

destinados a los bancos de recursos genéticos.
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Conclusiones

A continuacién, se enumeran las conclusiones derivadas de los resultados obtenidos en esta

tesis doctoral:

1. La optimizacion del algoritmo | & Sl aplicado iterativamente a una matriz de frecuencias
de interacciones agonisticas para el estudio de la jerarquia en una poblacién agiliza el
proceso de analisis y permite definir situaciones de igualdad en la relacién de dominancia

entre individuos cuando no es posible determinar una relacién lineal entre ellos.

2. Los machos de la poblacidon de oso pardo del Parque de la Naturaleza de Cabarceno
presentaron una jerarquia social estable durante los dos afios del estudio formada por
tres clases de dominancia y que ha podido ser explicada en base a la combinacién
especifica de pardmetros morfométricos (peso corporal, medidas de colmillos, pies y

manos), endocrinos (niveles de testosterona) y etoldgicos (interrupcion de montas).

3. El ritmo reproductivo anual de los machos de oso pardo del Parque de la Naturaleza de
Cabarceno se divide en cinco periodos en base a la intensidad del comportamiento de
monta y a los niveles de testosterona sérica: tres periodos reproductivos (temprano
—quincenas 5 a 7—, central —quincenas 8 a 10— y tardio —quincenas 11 a 16—) y dos

periodos no reproductivos (periodos previo y posterior a la época reproductiva).

4, Existen diferencias entre los periodos de la época reproductiva para todos los pardametros
etolégicos, morfoldgicos y de la bioquimica sanguinea, asi como en algunos pardmetros
del hemograma, pero no en los niveles séricos de cortisol. En el periodo reproductivo
central los machos presentan los mayores niveles de testosterona, de comportamiento

de montay agresivo y los menores de juego del afio.

5. Los machos con una concentracidn sérica de testosterona inferior a 1 ng/mL durante
periodo reproductivo central muestran valores mas bajos de movilidad espermatica y

pardmetros cinéticos.

6. Aunque los machos de oso pardo presentan una marcada jerarquia social e importantes
variaciones asociadas a la estacionalidad reproductiva en aspectos etoldgicos,
morfoldgicos y fisioldgicos, el estudio de sus caracteristicas seminales muestra que es
posible obtener eyaculados vélidos para el banco de recursos genéticos de esta especie

en cualquier periodo de la época reproductiva y de cualquier oso sexualmente maduro.
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Conclusions

Here follow the conclusions derived from the results obtained in the studies presented in this

doctoral dissertation:

1. The optimization of the algorithm | & SI applied to a frequency matrix of agonistic
interactions for a population hierarchical analysis speeds up the analysis and allows situations
of equality in the dominance relationship between individuals when it is not possible to find a

linear relationship between them.

2. The males of the brown bear population at Cabdrceno Nature Park had a stable social
hierarchy during the two-year study composed of three classes of dominance. This hierarchical
order has been explained based on a specific combination of morphometric (body weight,
measurements of canine teeth, feet and hands), endocrine (testosterone levels) and ethological

(interruption of mating) parameters.

3. The annual reproductive rhythm of brown bear males at Cabarceno Nature Park is
divided into five periods based on the intensity of mounting behavior and serum testosterone
levels: three reproductive periods (early —fortnights 5 to 7—, central —fortnights 8 to 10— and
late —fortnights 11 to 16—) and two non-reproductive periods (before and after the breeding

season).

4, There are differences between the reproductive season periods in all ethological,
morphological and blood biochemistry parameters, as well as in some blood count parameters,
but not in serum cortisol levels. During the central reproductive period males present the
highest levels of testosterone, mounting behaviour and aggressive behaviour and the lowest

levels of play behaviour of the year.

5. Males with a serum testosterone concentration below 1 ng/mL during PB have lower

values of sperm motility and kinetic parameters.

6. Even though brown bear males show a strong social hierarchy and important variations
associated to reproductive seasonality on ethological, morphological and physiological aspects,
the study of brown bear seminal traits shows that it is possible to obtain valid ejaculates for the
species’ genetic resource bank in any period within the reproductive season and from any

sexually mature bear.
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Apéndice A. Material complementario

Figura Al. Algoritmo para la ordenacién jerarquica poblacional.

Dominance Analisys

Example of input data:

¥ a.'l 1"-] hl h.'l EJ HJ E.'l k] cJ :"II
a] *.'l 5] 4] EJ 3] al ZJ EJ 3] 1
1"] EJ *J EJ E.'l 'EJ 1! 2.'l EJ ?J ?
b, @8, @, * 1,11, 2, 2, 2
h, @ 3,98, *,@,8,6,8,2,5
EJ EJ EJ EJ 1.1 *J 2! 4." EJ 3J E
“J 2.1 BJ al 3." EJ *l EJ EJ 2] 1
EJ EJ EJ EJ E.'l EJ EJ *.'l EJ EJ 4
k, 8, @, @, 8, @, @8, 8, *, 2,1
EJ EJ EJ EJ E.'l EJ 1! E." 2] *J E
!lIIJ EJ EJ E‘J E." EJ E‘J E." EJ 2] *

- Note the first comma in the first row

- Only integer values are valids

- The rows are for winners and the columns are for losers
e.g. "c' wins & times to 'y', and 'y" wins 2 times to 'c’

Read data from file using:
»»» names, data = read (filename)

the return variables are:
- mames: list of individual names (first row)
- data: data matrix for compute index (rest of data)

To readable output:
»»» show(data)

Usefull functions:

- proportions

- prop_corrected_vl (de Vries, 1998)

- prop_corrected_v2 (de Vries, 288&)

- sCores

- schmid_scores (Schmid & de Vries, 2813: page 1098)

Dominance index functions:
- encounters
- relations
- ¢cbi

- ds

- fdi

- bbi

- wins

- prop_wins
- prop_dom

- netto

- dom_sub

- isi

All return a list of wvalues according with the order of names
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use as: a = funidata)

Algorithm for I&SI method:

- all_perm

- de_wvries (Han de Vries, 1998)

- schmid_de_vries (Schmid and de Vries, 2813)

All return two values: best ordination and aditional info,
use as: a, b = fun{data)

from copy import despcopy
from random import randint, choice
from itertools import permutations

f read a standard file with NaN in diagonals
def read{ fname )}:

mmm

Read data from file using C5V format

Return: list of individual names and matrix of data

mmm

mameld =
matrix = []
rowname =[]
with open( fname, "r" ) as fin:
line = fin.readline()
nameid = line.strip().split(', "J[1:]
for line in fin:
item line.strip().split{',")
name = item.pop(@)
data [ int{i) if (i[@] »= '@" and i[8] <= '9') else '." for i in

item ]
data.append(nams)
matrix.append(data)
rowname . append{name)
if rowname != nameid:
raise Exception{"row and column names do not match!™)
return nameid, matrix

# sugar: readable presentation of data
def show( data }:
for 1 in data: primt(i)

# unique pairs (items of the upper triangular matrix)
def _pairs{ n ):
return [ (1,3) for 1 in range(@,n) for j in range(i+l,n)]

# sign of a numberiterations
def sign({ x ):
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if = » @8: return 1
if ® <« @: return -1
return &

# swap items i and j
def swapl( data, 1, J ):

for row in data: row[i], row[J] = row[j], row[i]

data[i], data[j] = data[j], data[i]

# move item i to j position

def _move( data, i, j ):
for row in data: row.insert{j, row.pop(i})
data.insert(j, data.pop(i))

# randomize the items of data by tries
def _randomize{data, tries=18688):
n = len(data)
for t in range(tries):
1 = randint{®, n-1)
i = randint(®, n-1)
if 1 !'= j: _swap(data, i, 7)

# factorial of a number
def _fact{x):
if x €= 1: return 1
return x * _fact(x-1)

# binomial coeficients
def _binomiali{n, rj):

c=1

for i in range(l, min{r, n-r) + 1):
C ¥=n
o /fi=1
n-=1

return ¢

def isi{ data ):

Dominance index: Inconsistence and Strength of Inconsistence (I&SI)

n = len{data)

ii=szi=28

for (i,j) in _pairs(n):
if data[i][]] »= data[j][i]: continue
ii += 1
51 += absi{i-J)

return ii, si
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def isi_min{ data, mode=1, tmax=18):

mnm

1851 dominance index using 18888 random ordinations

Params:

mode: 1 to Han de Vries (1998) algorithm else Schmid and de Vries (2813)
algorithm

tmax: maximum number of iterations (default: 18)

momm

best = deepcopy(data)
imin, simin = isi{best)

same = []
# First Stage: I&SI minimization
t=8
while True:
other = []
if mode ==
data, other = de_vwries(data)
else:
data, other = schmid_de_vries{data)
F ommmmmm e
ii, si = isi(data)
if (ii < imin) or (11 == imin and si < simin):

best = deepcopy(data)
imin, simin = ii, =i
same = deepcopyiother)
elif (i1 == imin and si == simin):
came += [1 for 1 in other if i not in same]
if t » tmax: break
_randomize(data)
Tt +=1
print(f" {t} tries")
if mode != 1:
print{ "»»> Undefined groups:™)
out = []
for item im same:
exist = False
for group in out:
if len([i for 1 in item if i in group]l) » @:
group += [1 for 1 in item if 1 not in group]
exist = True
break
if not exist: out.append{list{item))
for 1 in out: print(i)

primt({™")
# Second stage: Search optimized order
# ... not implemented

return best, same
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def all_permi data ):

mmm

Minimal I&SI using all possible permutations

Print: total number of permutations
Print: I&SI values of the output ordinations

Return: best ordination, other I&SI equivalent ordinations

Use:
best, more = all_perm{data)
for 1 in best: print(i)
for j in more: print(j)
m = len{data)
p _factin)
print{f"{p} possibilities to compute™)
if n » 18:
print{"Too many: not calculated!™)
return [J1, []
best = deepcopy({data)
imin, simin = isi(best)
more = []
t=28
for item in permutations{range(n)):
newdata = []
for i in item:
newdata.append({ [data[i][j] for 7 in item] + [data[i][-1]1] )
ii, si = isi(newdata)
if (ii < imin) or (ii == imin and si < simin):
best = deepcopy(newdata)
imin, simin = 1i, si
more = [ [nmame[-1] for name in best] ]

elif (ii == imin and si == simin):
more. append([name[-1] for name in newdata])
t+=1

print{f"{t} ordinations")
print{f"best ordination: I = {imin} 5I = {simin}™)
return best, more

def de_vries( data, tmax=1@88a ):

mmm

I&5I algorithm from Han de Vries, 1998

Return: best ordination, other I&SI equivalent ordinations
without comsider 5I increment

Use:

best, more = de_vries(data)
for i in best: primt(i)
for j in more: primt(j)

mmm
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m = len{data)
data = deepcopy(data)
# First step (Appendix 1)
t=8
best = deepcopyi{data)
imin, simin = isi{best)
while True:
while True:
stop = True
for (i,3) in _pairsi(n):
if data[i]l[]j] »= data[j]l[i]: continue
net = [ _sign{data[j][k] - data[k]l[j]1) for k in range(i,j) 1]
if sum{net) > @:
_swap(data, i, J)
stop = False
if stop: break
ii, si = isi(data)
if (11 < Imin) or (i1 == imin and si < simin):
best = deepcopyi{data)
imin, simin = ii, si
stop = False
else:
T +=1
if (simin > @) and (t < tmax):
for (i,3) in _pairs(n):
if data[i][j] »= data[jl[i]: continue
_swap(data, 1, randint(i+l,n-1})
stop = False
break
else:
stop = True # innecessary: just True from out of first loop
if stop: break
imin, simin = isi(best)
data = deepcopy(best)
# Second step (page 831)
more = [ [name[-1] for name in best] ]
for 1 in range(l,n):
i=1-1
if best[i][j] != best[j][i]: comtinue
dsi = dsj = @
for k in range(@,n):
if 1 '= k: dsi += _sign(best[i]1[k] - best[k][i])
if j '= k: dsj += _sign(best[jl[k] - best[k]1[J1)
if dsi <= dsj: continue
_swap(best, i, J)
ii, si = isi(best)
more.append{ [name[-1] for name in best] )
if (ii < imin) or (i1 == imin and si < simin):
imin, simin = 11, sl
more = [ [name[-1] for name in best] ]
else:
best = deepcopy(data)
print(t, end="..", flush=True) # minimizing tries
#print{f'{t} minimizing tries"')
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def

return best, more

schmid_de_vwries{ data ):

mmm

I&5I algorithm modified from Schmid and de Vries, 2813
Return: best ordination, interchangeable individuals

Use:
best, more = schmid_de_wvries{data)
for 1 in best: print(i)
for j in more: prinmt(j)
n = len{data)
data = deepcopy(data)
# From approach &, page 1188
t=28
while True:
# simple scores
st = [ [8]*n for § in range(n) ]
for {(i,3) in _pairsi{n):
if data[1][]j] == data[j][i]: continue
s55[11[3] = ss[J1[1i] = 1 if data[i][]] » data[]j]1[i] else -1
# looking for minimum 1T
mn = (8, [1)
for 1 in range(n):
for j in rangein):
if 1 == J: continue
sm = sum{ss[1i][J:i+1]) if § < 1 else sum(ss[i][i:7+1])
if sm »*» mn[@]: continue
if sm < mn[@]: mn = (sm, [])
mn[1].append({i,3))
# decissions
imin, ij = mn

if len(ij) == @: # no more changes (loop exit)
other = []
break
if lem(ij) == 1: # only one change
i,j = ij[e]
else: # many changes, select by SI increment
si=[]
for (a,b) in ij:
if a == b:
inc = @
else:

z = abs{a - b)
sg =11if a <« b else -1
if a < b:
rl = range(a)
r2 = range(b+l,n)
ri = rangel(a+l,b+1)
else: # b < &
rl = range(b)
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r2 = range(a+l,n)

r3 = range(b,a)

S5 [ ss[1][a] for 1 in rl if ss[i][a] == -1 ]
ssv = [ ss[a][]] for J in r2 if ss[al[]j] == -1 1]
ssu = [ ss5[i][J] for i in rl for J im r3 if ss[i][]] == -1
1
ssw = [ ss5[i][J] for 1 in r3 for J im r2 if ss[i][]] == -1
1
tmp = [ ss[a]l[3] for j in r3 ]
ssy = [ y¥(z-1) if v == sg else y¥(i+l) for (i,v) in
enumerate{tmp) ]
inc = sum{ssy) + sg * (len(ssw)-len(ssu) + z * (len(ssx) -
len(ssv)))
si.append{ {(inc, a, b} )
simin = min([i[@] for 1 in s1])
if imin == @ and simin »>= @: # any possible i1 or si decrement (loop
exit)
other = [ (i,3) for {(sm,1,]) in si if sm == & ]
break
else:
i,j = choice([(i,]) for (sm,i,j) in si if sm == simin])
t+=1

_move({data, 1, J)

print(

end=".", flush=True) # minimizing _movements

#print(t, end="..", flush=True) # minimizing _movements
#print(f'{t} minimizing _movements')
alternate = [ [ data[j]l[-1] for j in item] for item in other]
return data, alternate
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Figura A2. Nimero total de osos en el area de observacion, por quincenas, al comienzo (8 a.m.) y final (10
a.m.) de cada dia de observacién incluida en el estudio de los ritmos anuales en el comportamiento (N =
314) (media = SEM).

45
40
Numero total de osos a
35 las 8 a.m.
==@==N(imero total de 0sos a
30 las 10 a.m.

25

20

15
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Tabla Al. Variaciones anuales en el comportamiento asociadas a la estacionalidad reproductiva para la
poblacién de oso pardo del Parque de la Naturaleza de Cabarceno. ICS = (S / (M+H)) / (M / H). ICAm = Am
/ M; ICAm-m = Am-m / M. M: ICIv = Im / M; ICm-m = Jm-m / M. S: NUmero de montas; M: Niumero de machos;
H: Numero de hembras. Am: NUmero de interacciones agresivas en las que participa al menos un macho;
Am-m: NUumero de interacciones agresivas en las que los dos participantes son machos; Jm = Numero de
interacciones de juego en las que participa al menos un macho; Jm-m = NUmero de interacciones de juego
en las que los dos participantes son machos. M y H se refieren al numero de individuos presentes en el
area de estudio a las 10 a.m. S, Awm, Am-m, Jm, ¥ Jm-m se refieren al nimero de interacciones sucedidas en el
area de estudio entre las 8 a.m. y las 10 a.m. “PreB”: enero y febrero; “EB”: marzo y primera quincena de
abril; “PB”: segunda quincena de abril y mayo; “LB”: junio, julio y agosto; “PostB”: septiembre a diciembre.
Letras distintas (a, b) en el mismo pardmetro indican diferencias significativas entre periodos (p < 0,05).

PreB EB PB LB PostB
] N 24 57 76 118 39
”“:‘ee;‘;;:ta' Media+ SEM 4,04 +0,73% 17,25+0,77° 24,75+0,98° 38,66 +0,57¢ 11,33 +1,26°
Min. — Max. 0-14 3-32 5-45 23-53 2-35
] N 23 56 58 82 32
Numero Media+ SEM 3,26 +0,64° 11,32+0,43° 12,71+0,61° 17,23 +0,41° 5,47 +0,76¢
de machos (M)
Min. — Max. 0-9 3-20 4-23 8-25 0-16
indice de N 7 51 58 82 28
Comportamiento Media+SEM 0,00 +0,00° 0,06 +0,01° 0,35+0,03° 0,08+0,01° 0,00 % 0,00°
sexual (ICS) Min.-Méax. 0,00-0,00 0,00-0,33 0,00-0,99 0,00-0,41  0,00-0,00
indice de N 17 56 58 82 29
C°mp°fﬁami(:"t° Media + SEM 0,03 +0,02° 0,16 +0,02° 0,55%0,04° 0,39+0,02¢ 0,11 +0,02%°
ngcrhe;;v((,)c;w) Min. - Max.  0,00-0,33 0,00- 0,57 0,00-1,12 0,05 - 1,06 0,00-0,4
indice de N 17 56 58 82 29
comportamiento  \egia + SEM 0,03 +0,02%° 0,07 +0,01 0,27 +0,03° 0,11+0,01° 0,02 +0,01°
agresivo entre
machos (ICAnn) Min-—Max. 0,00-033 0,00-025 000-076 0,00-043 0,00-0,17
indice de N 17 56 58 82 29
CO':;P?”ami:"m Media + SEM 0,28+ 0,10 0,38+0,05* 0,04 +0,01° 0,22+0,02° 0,29 +0,09%°
m;:::g;cjfn) Min.-Max. 0,00-1,50 0,00-1,44 0,00-0,22 0,00-0,58 0,00 -2,00
indice de N 17 56 58 82 29
comportamiento \jedia + SEM 0,27 +0,10® 0,28 +0,04° 0,02+0,01° 0,19+0,01® 0,26 + 0,08
de juego entre
machos (ICJmm) Min.—Méx. 0,00-150 0,00-1,11 000-022 000-057 0,00-2,00

Tabla A2. Variaciones anuales de los pardmetros morfoldgicos de los machos adultos de oso pardo del
Parque de la Naturaleza de Cabarceno. “PreB”: enero y febrero; “EB”: marzo y primera quincena de abril;
“PB”: segunda quincena de abril y mayo; “LB”: junio, julio y agosto; “PostB”: septiembre a diciembre.
Letras distintas (a, b) en el mismo parametro indican diferencias significativas entre periodos (p < 0,05).

PreB EB PB LB PostB

. | N 8 58 105 103 17
eso (ck‘;';pm Media £ SEM  3253+7,9%  296,1+50° 264,6+4,1° 2562+3,6° 3364+ 11,0¢
Min.—Méx. 291,0-350,0 206,0-360,0 138,0-3650 1850-354,0 243,0-442,5

Vol N 8 55 89 93 15
fOIUMEN  — \ledia+SEM  54,0+82°  787+3,1  83,1+2,6° 72,6+24% 659461

testicular (cm3) i i

Min.—Méax.  13,2-76,0  37,3-151,2 36,4-162,8 26,4-1245 26,1-100,0
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Tabla A3. Variaciones anuales de los parametros del hemograma y bioquimica sanguinea de los machos
adultos de oso pardo del Parque de la Naturaleza de Cabarceno. “PreB”: enero y febrero; “EB”: marzo y
primera quincena de abril; “PB”: segunda quincena de abril y mayo; “LB”: junio, julio y agosto; “PostB”:
septiembre a diciembre. Letras distintas (a, b) en el mismo pardmetro indican diferencias significativas
entre periodos (p < 0,05).

PreB EB PB LB PostB
Hematies N 3 18 36 48 6
Qoo MediatSEM  66+07 6,6+ 0,3° 6,9 +0,2° 6,8 + 0,22 5,9+0,7°
Min. — Méx. 6,0-8,0 3,5-9,4 5,1-9,9 4,7-10,9 2,9-7,7
] N 3 18 36 48 6
He"(';’f;t;“ M@ MediatSEM  164+12®  17,3+0,7° 17,1+0,5% 168+04%  147+1,7
Min.- Max.  14,8-187  11,9-241 132-253 12,1-268  7,4-19,2
] N 3 18 36 48 6
Hem?‘;‘)’c”m Media+SEM  452+44°  467+20° 487+132  461+15  41,1+5,13
Min.— Max.  40,5-540  27,9-62,7 322-67,9 27,1-735  19,2-534
N 3 18 31 39 6
Plaquetas . b R R a b
(Qovuy ~ MediafSEM  343:346% 4035%34.9° 3705:164° 3636%252 2310%388
Min. - Max.  283,0-403,0 273,0-940,0 211,0-656,0 24,0-7980 102,0-325,0
_ N 3 18 36 48 6
L?‘l’;f;:ltl;’s Mediat SEM  87+1,3%  11,140,9% 123+11®  89+04>  90+1,5%
Min.- Max.  6,2-10,8 63-206  42-430  23-159 5,7 - 15,2
— N 3 18 25 31 6
N‘::;;‘/’:l'l')"s Media£SEM  59+06°  81:09% 91407  65:03° 61413
Min. — Méx. 48-6,8 43-16,9 25-181  2,7-10,5 3,1-11,2
_ N 3 18 25 31 6
N:‘;gf/c:ltl;’s Media +SEM  0,3+0,1° 05%01°  08+01°  04+00°  05%02%
Min. — Méx. 0,1-0,4 00-1,2 0,0-1,9 0,1-1,0 0,0-1,2
Eosinfilos N 3 18 25 31 6
oy~ MediatSEM  16%09 09402:  03+01°  1,1+0,1®  0,9+0,2®
Min. — Méx. 0,4-3,5 0,0-3,1 0,0-1,5 0,1-2,9 02-1,8
,_ N 3 18 29 38 6
L;';L‘;;ﬁss Media £ SEM 0,9 +0,3% 1,5402°  1,3+0,1%  1,1+0,16  1,6+0,4%
Min. — Méx. 02-1,4 04-3,1 0,4-2,9 04-2,7 0,5-3,1
— N 3 18 25 31 6
Ti;‘;}c:‘l’; Media+SEM  00£0,0®  00%001% 00001  00%00°  0,0+0,0%
Min. — Méx. 0,0-0,0 0,0-0,07 0,0-0,08 0,0-0,0 0,0-0,0
] N 9 49 72 90 17
Proteinas |\ diatSEM  7,4+0,3% 76+0,1®6  7,4+0,1° 7,7 40,15 8,1+0,1b
totales (g/dL) . .
Min. — Méx. 59-8,3 5,5-10,1 4,4-92 4,9-9,8 7,4-9,1
N 9 47 65 64 17
Glucosa . b . b . ab
(me/a)  MediafSEM 1414+146% 1495:50° 1311500 10494370 130573
Min. - Max.  83,0-196,5 76,0-222,0 69,8-299,3 642-197,7 78,9-192,0
N 9 50 72 90 17
c(‘"esltj[;" Media + SEM 241,7+13,7% 241,5+83% 222,8+6,0° 290,7+53c 324,1+11,9¢
me Min.— Max.  154,3-288,0 72,6-362,0 91,6-3532 154,1-454,0 250,0-425,6
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Tabla A4. Variaciones anuales de los niveles séricos hormonales de los machos adultos de oso pardo del
Parque de la Naturaleza de Cabarceno. “PreB”: enero y febrero; “EB”: marzo y primera quincena de abril;
“PB”: segunda quincena de abril y mayo; “LB”: junio, julio y agosto; “PostB”: septiembre a diciembre.
Letras distintas (a, b) en el mismo pardmetro indican diferencias significativas entre periodos (p < 0,05).

PreB EB PB LB PostB
Testosterona . N 8 > 88 %0 20
ng/ml) | MediazSEM  08+04% 64+1,1°  12,1+1,1c  1,0+0,2° 0,5+0,3b
Min. — Max. 0,0-3,6 0,0-30,0 0,0 - 30,0 0,0-11,4 0,0-6,9
] N 6 51 74 88 13
f°r;':f)' Media + SEM 3,6 £0,9° 3,6 0,72 3,410,6° 3,8+0,5° 3,7£0,7°
He Min. — Max. 08-7,1 0,3-23,9 0,1-27,3 0-16,6 1,1-10,6
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Tabla A5. Variaciones anuales de los parametros seminales de la fraccion rica (N = 188) de los eyaculados
obtenidos de osos pardos del Parque de la Naturaleza de Cabdrceno mediante electroeyaculacidn durante
la época reproductiva (marzo-agosto) segun el periodo de estudio. “EB”: marzo y primera quincena de
abril; “PB”: segunda quincena de abril y mayo; “LB”: junio, julio y agosto. Letras distintas (a, b) en el mismo

parametro indican diferencias significativas entre periodos (p < 0,05).

EB PB LB Total
N 45 76 59 180
pH Media t SEM 8,3+0,1° 8,3+0,0° 82+0,1° 8,3+0,0
Min. — Méx. 6,8-9,0 7,4-9,1 6,7-9,3 6,7-9,3
_ N 37 73 55 165
?;";‘::'}i:;' Media+SEM  293,3+3,2° 295,1+2,4° 299,2+3,8°  296,1+1,8
Min.— Max.  241,0-319,0  208,0-361,0  241,0-409,0 208,0—409,0
N 48 80 60 188
Volumen (mL) Media t SEM 1,540,2° 2,0£0,1% 2,1£0,2° 1,9+0,1
Min. — Max. 03-55 0,5-6,5 0,3-10,5 0,25-10,5
- N 48 80 60 188
f:p"::’;g;c:l_'; Media + SEM  328,1+46,42  273,6+2882  2959+40,2°  294,3+21,2
Min. — Max. 0,0-1417,5 6,1— 1304,3 4,7-1123,7  0,0-1417,5
N 48 80 60 188
Produccién (spzx105)  Media+SEM  607,0£13592  466,9+43,6°  6055%103,02 5450 +50,8
Min. — Méx. 0,0-5321,0 8,5-1522,3 3,8-3751,3  0,0-5321,0
N 42 74 54 170
MI (%) Media t SEM 71,2+2,6° 75,7+1,9° 75,8+2,4° 74,6 +1,3
Min. - Méx. 24,7-99,5 24,0-97,7 32,0-97,6 24,0-99,5
N 42 74 54 170
MP (%) Media t SEM 432+3,0° 454+222 473+2,7° 455+1,5
Min. - Méx. 5,1-90,8 1,4-87,6 4,3-86,5 1,4-90,8
N 42 74 54 170
VAP (um/s) Media t SEM 92,7+3,62 100,5+¢2,7  1055+3,6°  100,2+1,9
Min. - Max. 45,0 - 153,1 37,4 - 156,2 41,9-1469  37,4-156,2
N 42 74 54 170
VSL (um/s) Media + SEM 68,0+3,72 73,8428 82,1+3,7b 75,042,0
Min. - Max. 32,5-135,8 14,7 - 140,2 19,2-136,4  14,7-140,2
N 42 74 54 170
LIN (%) Media t SEM 47,6+1,52 485+1,12 52,9+1,3° 49,6 +0,7
Min. - Méx. 27,4-66,2 26,8-67,6 28,3-73,4 26,8-73,4
N 42 74 54 170
ALH (um) Media + SEM 504022 514022 504022 50+0,1
Min. - Max. 2,0-10,4 1,8-78 2,7-84 1,8-10,4
N 47 77 54 178
iACRO (%) Media + SEM 73,842,232 81,6+1,2° 79,8+ 1,5b 79,04 0,9
Min. - Max. 31,0-98,9 46,0 - 98,6 41,0 - 98,4 31,0- 98,9
N 34 56 50 140
VIAB (%) Media + SEM 72,842,772 77,5+1,82 77,8+1,3° 76,5+ 1,1
Min. - Max. 30,0-91,0 10,0-93,0 53,0 - 94,0 10,0 - 94,0
N 30 45 46 121
MIT (%) Media + SEM 68,8+4,6° 73,6+2,8° 71,1+3,5° 71,5+2,0
Min. - Max. 0,0-98,0 14,0-98,0 11,0-98,0 0,0-98,0

MI (%) = Espermatozoides moviles totales; MP (%) = Espermatozoides con movimiento progresivo; VAP
(um/s) = Velocidad media; VSL (um/s) = Velocidad rectilinea; LIN (%) = Linealidad; ALH (um) = Amplitud
del movimiento lateral de la cabeza; iACRO = Espermatozoides viables con acrosomas intactos (PI-/PNA-
); VIAB = Espermatozoides viables (SYBR14+/Pl-); MIT = Esperamatozoides con alto potencial de
membrana (JC1+). Letras distintas (a, b) en el mismo pardmetro indican diferencias significativas entre
periodos (p<0,05).
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Tabla A6. pH de la fraccidn rica seminal en relacidn a los distintos periodos de la época reproductiva segin
los diferentes factores estudiados. “EB”: marzo y primera quincena de abril; “PB”: segunda quincena de
abril y mayo; “LB”: junio, julio y agosto. GE_1 = Hasta 10 afios, GE_2 = Entre 10y 20 afios y GE_3 = A partir
de 20 afios; VOL1 = Volumen testicular <60 cm?3, VOL2 = Volumen testicular >60 y <80 cm® y VOL3 =
Volumen testicular >80 cm?; GTES_1 = Concentracidén de testosterona sanguinea <1 ng/mL, GTES 2 =
Concentracion de testosterona sanguinea 1 - 10 ng/mL y GTES_3 = Concentracién de testosterona
sanguinea >10 ng/mL; Dm = Dominantes, In = Grupo intermedio de dominancia y Sb = Subordinados.

SEGUN GRUPO DE EDAD SEGUN GRUPO DE VOLUMEN TESTICULAR
N Media £ SEM Min. - Max. N Media+SEM Min. - Max.

L, GE_1 52 83%0,1 7,4-9,1 , VoLl 18 8,4+0,1 7,0-8,9

g GE_2 105 8,2+0,0 6,7-9,0 E VOL2 48 8,4+0,1 7,8-9,3

= GE_3 13 8,3+0,1 7,8-8,8 " vols 83 8,1+0,0 6,7-9,2

GE_1 17 8,310,1 7,4-89 VOL1l 6 8,5+0,1 8,1-8,9

8 Ge2 21 8,3+0,1 6,8-9,0 @ vor2 13 8,4+0,1 7,8-9,0

GE_3 3 8,0+0,1 7,8-8,3 voL3 18 8,1+0,1 6,8-8,7

GE_1 20 8,4+0,1 7,7-9,1 VoLl 6 8,5+0,1 8,1-8,9

& GE2 48 8,2+0,0 7,4-8,8 2 voL2 17 8,4+0,1 79-9,1

GE_3 5 8,4+0,1 79-8,38 voL3 37 8,2+0,1 7,6-8,8

GE_1 15 8,3+0,1 7,4-9,0 VoLl 6 8,1+0,3 7,0-8,9

9 GE2 36 8,1+0,1 6,7-9,0 9 voL2 18 8,4+0,1 7,9-9,3

GE_3 5 8,5+0,1 8,3-8,6 voL3 28 8,2+0,1 6,7-9,2
SEGUN GRUPO DE TESTOSTERONA SEGUN ESTATUS DE DOMINANCIA

N Media £ SEM Min. - Max. N Media+SEM Min. - Max.

_ GTES_1 59 8,3+0,1 6,7-9,3 - Dm 11 8,2+0,1 7,6-8,7

g GTES_2 77 8,3+0,1 6,8-9,2 E Sb 22 8,2+0,1 7,7-8,8

= GTES_3 43 8,31%0,1 7,4-91 = Xd 21 8,2+0,1 6,7-8,9

GTES_1 6 8,3+0,1 7,8-8,6 Dm 2 8,1+0,3 7,8-8,5

8 GTES_2 30 8,3+0,1 6,8-9,0 @ sb 7 8,2+0,1 8,0-8,5

GTES_3 9 8,1+0,1 7,4-8,5 Xd 3 8,2+0,4 7,6-9,0

GTES_1 7 8,4+0,1 8,0-8,7 Dm 4 8,1+0,2 7,6-8,4

@ GTES 2 34 8,2+0,1 7,4-9,0 2 sb 13 8,2+0,1 7,6-8,8

GTES_3 34 8,3+0,1 7,6-9,1 Xd 12 8,2+0,1 7,7-8,7

o OTES_1 46 8,3+0,1 6,7-9,2 Dm 5 8,3+0,2 7,7-8,7

- GTES_2 13 8,210,2 7-9,.2 8 sSb 2 8,4+0,3 8,2-8,7

Xd 6 8,1+0,3 6,7 -8,7
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Tabla A7. Osmolalidad (mOsm/kg) de la fraccidn rica seminal en relacién a los distintos periodos de la
época reproductiva segun los diferentes factores estudiados. “EB”: marzo y primera quincena de abril;
“PB”: segunda quincena de abril y mayo; “LB”: junio, julio y agosto. GE_1 = Hasta 10 afios, GE_2 = Entre
10y 20 afios y GE_3 = A partir de 20 afios; VOL1 = Volumen testicular 60 cm3, VOL2 = Volumen testicular
>60 y <80 cm3y VOL3 = Volumen testicular >80 cm3; GTES_1 = Concentracién de testosterona sanguinea
<1 ng/mL, GTES_2 = Concentracidn de testosterona sanguinea 1 - 10 ng/mLy GTES_3 = Concentracidn de
testosterona sanguinea >10 ng/mL; Dm = Dominantes, In = Grupo intermedio de dominancia y Sb =

Subordinados.

SEGUN GRUPO DE EDAD

SEGUN GRUPO DE VOLUMEN TESTICULAR

N Media+tSEM Min. - Max.

N MediazSEM Min. - Max.

- GE_1 49 302,0%3,5 255,0-409,0 _, voL1 18 300,6+7,9 241,0-409,0

g GE_2 95 291,1+2,4 208,0-361,0 E VOoL2 44 298+2,6  255,0-326,0

= GE_3 13 304,4+4,1 280,0-331,0 " vols 73 295,5+2,5 241,0-376,0

GE_1 15 2939+4,8 255,0-317,0 volL1 294,3+9,0 257,0-317,0

8 GE2 16 287,3+54 241,0-319,0 @ voL2 9 300,3+6,2 255,0-319,0

GE_3 3 306,3+0,3 306,0-307,0 voL3 15 291,5+5,2 241,0-307,0

GE_1 19 298,7+1,6 285,0-309,0 voLl 6 297,0+4,4 280,0-307,0

@ GE_2 47 292,7+36 208,0-361,0 & voL2 17 300,0+3,6 2650-326,0

GE_.3 5 301,8+7,0 280,0-322,0 VOL3 34 294,7+2,6 245,0-314,0

GE_1 15 3144+9,6 260,0-409,0 voLl 6 310,5+22,5 241,0-409,0

9 GE_2 32 290,7+4,0 241,0-354,0 9 VOL2 18 2949+45 260,0-319,0

GE_.3 5 3058+9,0 282,0-331,0 VOL3 24 299,0+59 243,0-376,0

SEGUN GRUPO DE TESTOSTERONA SEGUN ESTATUS DE DOMINANCIA

N Media* SEM Min. - Max. N Media+SEM Min. - Max.

_ GTES_1 52 300,9%3,7 259,0-409,0 . Dm 8 2856+%3,7 2650-299,0

g GTES_2 71 294,0+2,7 208,0-361,0 E Sb 21 2949+48 256,0-361,0

= GTES_3 42 293,7+2,8 245,0-326,0 ' xd 16 294,0+4,6 259,0-331,0
GTES_1 4 296,5+54  283,0-309,0 Dm 1 299,0

8 GTES_2 25 295,6+4,0 241,0-319,0 @ sb 6 2968+4,4 283,0-307,0
GTES_3 284,8+7,6 251,0-306,0 Xd 281,0

GTES_1 292,4+8,9 259,0-308,0 Dm 4 2815%6,3 265,0-295,0

@ GTES_2 34 2948+4,1 208,0-361,0 @ sb 13 296,7+7,3 256,0-361,0

GTES_3 34 2959+2,9 2450-326,0 Xd 10 296,050 259,0-314,0

o GTES_1 43 3023+4,4 260,0-409,0 Dm 286,7+2,9 282,0-292,0

- GTES_2 12 288,2+7,1 241,0-313,0 8 Sb 2 2775+7,5 270,0-285,0

Xd 5 292,6+11,4 267,0-331,0
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Tabla A8. Volumen (mL) de la fraccion rica seminal en relacidn a los distintos periodos de la época
reproductiva segun los diferentes factores estudiados. “EB”: marzo y primera quincena de abril; “PB”:
segunda quincena de abril y mayo; “LB”: junio, julio y agosto. GE_1 = Hasta 10 afios, GE_2 = Entre 10y 20
afios y GE_3 = A partir de 20 afios; VOL1 = Volumen testicular <60 cm3, VOL2 = Volumen testicular >60 y
<80 cm? y VOL3 = Volumen testicular >80 cm3; GTES_1 = Concentracién de testosterona sanguinea <1
ng/mL, GTES_2 = Concentracion de testosterona sanguinea 1 - 10 ng/mL y GTES_3 = Concentracién de
testosterona sanguinea >10 ng/mL; Dm = Dominantes, In = Grupo intermedio de dominancia y Sb =
Subordinados.

SEGUN GRUPO DE EDAD SEGUN GRUPO DE VOLUMEN TESTICULAR
N Media £ SEM Min. - Max. N Media + SEM Min. - Max.
_ GE_1 56 2,0+0,2 0,5-10,5 _ voLi 19 1,3%0,2 0,5-3,5
g GE_2 109 2,010,1 0,3-6,5 E vVoL2 50 1,5+0,1 0,3-4,0
. GE_3 13 1,840,3 0,8-4,0 " voL3 87 2,310,2 0,6 -10,5
GE_1 19 1,8+0,3 0,8-5,5 voLl 7 1,1+0,1 0,8-1,7
8 GE2 22 1,540,2 0,3-32 @ wvoL2 13 1,0+0,2 0,3-2,2
GE_3 3 1,3+0,1 1,0-1,4 VvoL3 19 2,0+£0,2 0,7-4,0
GE_1 22 1,940,3 0,5-5,0 VoLl 6 1,3+ 0,5-3,5
@ GE2 50 2,1+0,2 0,5-6,5 2 voLz2 19 1,4%0,2 0,6 -3,5
GE_.3 5 1,7+0,5 0,8-3,5 vVoL3 39 2,4%0,2 0,7-6,5
GE_1 15 2,2+0,6 0,5-10,5 VoLl 6 1,610,2 1,1-2,6
9 GE2 37 2,2+0,2 0,4-6,5 9 voL2 18 1,910,3 0,3-4,0
GE_.3 5 2,1+0,5 0,8-4,0 voL3 29 0,2+0,4 0,6 -10,5
SEGUN GRUPO DE TESTOSTERONA SEGUN ESTATUS DE DOMINANCIA
N Media+SEM Min. - Max. N Media + SEM Min. - Max.
- GTES_1 61 2,1+0,2 0,3-10,5 o Dm 13 1,8+0,2 0,8-3,5
g GTES_2 81 1,910,2 0,3-6,5 E Sb 24 2,6+0,3 0,5-5,6
- GTES_3 45 1,7+0,1 0,5-4,0 ¥ Xxd 25 2,30,3 0,8-6,5
GTES_1 6 1,840,3 0,9-2,7 Dm 2 2,1+0,1 2,0-2,.2
B GTES 2 32 1,5%0,2 0,3-5,5 @ sb 8 2,6+0,6 0,9-5,5
GTES_3 10 1,4+0,3 0,7-3,2 Xd 5 2,2+0,4 1,1-3,2
GTES_1 8 2,3+0,6 0,8-5,0 Dm 5 1,940,5 0,8-3,5
2 GTES_2 36 2,2+0,2 0,5-6,5 2 sb 14 2604 0,5-5,6
GTES_3 35 1,810,1 0,5-4,0 Xd 14 2,2+0,4 0,8-6,5
o GTES_1 47 2,1+0,2 0,3-10,5 Dm 6 1,6+0,3 0,8-3,0
- GTES_2 13 2,0+0,4 0,6-5,8 8 sSb 2 2,5+0,0 2,5-25
Xd 6 2,4+0,8 1,0-6,5
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Tabla A9. Concentracién espermatica (spz x 10%/mL) de la fraccidn rica seminal en relacién a los distintos
periodos de la época reproductiva segin los diferentes factores estudiados. “EB”: marzo y primera
quincena de abril; “PB”: segunda quincena de abril y mayo; “LB”: junio, julio y agosto. GE_1 = Hasta 10
afios, GE_2 = Entre 10 y 20 afios y GE_3 = A partir de 20 afios; VOL1 = Volumen testicular <60 cm3, VOL2
= Volumen testicular >60 y <80 cm?®y VOL3 = Volumen testicular >80 cm?; GTES_1 = Concentracién de
testosterona sanguinea <1 ng/mL, GTES_2 = Concentracion de testosterona sanguinea 1 - 10 ng/mL y
GTES_3 = Concentracidn de testosterona sanguinea >10 ng/mL; Dm = Dominantes, In = Grupo intermedio
de dominancia y Sb = Subordinados.

SEGUN GRUPO DE EDAD

SEGUN GRUPO DE VOLUMEN TESTICULAR

N Media* SEM Min. - Max. N Media+SEM Min. - Max.
o GE_1 56 406,8+43,9 8,4-1304,3 _, voL1l 19 2435+44,2 12,8-730,1
g GE_2 109 221,7+21,3 0,0-1043,0 E VoL2 50 287,6+46,7 0,0-1417,5
. GE_3 13 296,7+804,0 4,7-836,1 " voL3 87 344,2+32,3 9,2-1275,6
GE_1 19 450,1+72,0 12,8-1275,6 voLl 7 232,0+559 12,8-3925
8 GE2 22 176,7+363 0,0-521,1 @ wvoL2 13 316,1+109,2 0,0-1417,5
GE_3 3 447,9+1194,2 240,1-836,1 VvoL3 19 361,6+75,7 9,2-1275,6
GE_1 22 356,5+65,1 53,9-1304,3 voLl 6 133,0+26,0 53,9-201,6
2 GE_2 50 212,2+274 6,1-815,0 @ voL2 19 332,4+71,1 17,9-1304,3
GE_.3 5 406,0+145,5 8,5-811,6 voL3 39 320,1+419 31,2-957,2
GE_1 15 428,4+99,6 8,4-1123,7 voLl 6 3654+103,3 93,1-731
Q GE_2 37 264,7t47,2 13,1-1043,0 9 voL2 18 215,7+71,8 4,7-1123,7
GE_.3 5 96,6 + 38,1 4,7-197,1 VOL3 29 366,7+63,4 24,7-1043,0
SEGUN GRUPO DE TESTOSTERONA SEGUN ESTATUS DE DOMINANCIA
N Media* SEM Min. - Max. N Media+SEM Min. - Max.
o GTES_1 61 270,8+43,2 4,7-1304,3 o Dm 13 224,3+65,8 4,7 - 815,0
g GTES_2 81 296,6+284 0,0-1417,5 E Sb 24 312,0+48,4 8,5-784,7
. GTES_3 45 323,4+439 8,5-1275,6 ¥ Xxd 25 309,5+56,5 37,3-1304,3
GTES_1 6 214,1+1154 12,8-741,7 Dm 105+71,4 33,6-176,4
a GTES_2 32 321,7%+54,5 0,0-1417,5 a Sb 8 504,2+755 196,4-784,7
GTES_3 10 415,7+121,2 57,0-1275,6 Xd 369,4+78,5 75,1-521,1
GTES_1 8 298,1+146,7 37,3-1304,3 Dm 5 376,5+122,6 152,2-815,0
@ GTES_2 36 249,4+36,2 6,1-951,4 @ sb 14 222,3+457 85-6219
GTES_3 35 296,3+44,3 85-957,2 Xd 14 297,8+87,2 37,3-1304,3
o GTES_1 47 273,7+489 4,7-11237 Dm 137,3+76,5 4,7-460,4
- GTES_2 13 369,4+60,5 18,8-731,0 9 sb 30,1
Xd 6 275,5+84,2 175,0-527,5
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Tabla A10. Nimero de espermatozoides (x 10°) de la fraccién rica seminal en relacién a los distintos
periodos de la época reproductiva segin los diferentes factores estudiados. “EB”: marzo y primera
quincena de abril; “PB”: segunda quincena de abril y mayo; “LB”: junio, julio y agosto. GE_1 = Hasta 10
afios, GE_2 = Entre 10 y 20 afios y GE_3 = A partir de 20 afios; VOL1 = Volumen testicular <60 cm3, VOL2
= Volumen testicular >60 y <80 cm?®y VOL3 = Volumen testicular >80 cm?; GTES_1 = Concentracién de
testosterona sanguinea <1 ng/mL, GTES_2 = Concentracion de testosterona sanguinea 1 - 10 ng/mL y
GTES_3 = Concentracidn de testosterona sanguinea >10 ng/mL; Dm = Dominantes, In = Grupo intermedio
de dominancia y Sb = Subordinados.

SEGUN GRUPO DE EDAD

SEGUN GRUPO DE VOLUMEN TESTICULAR

N Media+SEM Min. - Max. N Media + SEM Min. - Max.
o GE_1 56 6861+86,4 21,0-3202,5 _, voL1 19 306,6+61,7 21,8-1096,5
g GE_2 109 500,4+72,7 0-5321,0 E VOL2 50 356,0+50,8 0,0-1236,1
= GE_3 13 419,1+101,8 3,8-1170,5 " vows 87 710,0 £ 75,2 3,4-3751,3
GE_1 19 786,5+180,2 21,8-3202,5 VOL1 7 228,7+55,4 21,8-431,7
8 GE_2 22 524,1+2481 0,0-5321,0 @ wvoL2 13 286,0+81,9 0,0 - 850,5
GE_3 3 595,1+290,3 240,1-1170,5 voL3 19 655,7+133,7 3,4-1702,7
GE_1 22 5679756 27,8-1173,9 VOLl 6 175,9+75,1 27,8-532,7
@ GE2 50 3998%532 85-14235 @ voL2 19 4185+86,1 358-1173,9
GE_3 5 550,7+170,7 14,4-935,5 voL3 39 614,1+63,1 90,5-1522,3
GE_1 15 745,9+208,3 21,0-3085,1 VOL1 6 515,2+135,6 199,6-1096,5
9 GE_2 37 637,8+142,7 24,7-3751,3 9 VvOoL2 18 339,6+92,6 3,8-1236,1
GE.3 5 181,8+57,9 3,8-344,9 voL3 29 8875+193,5 24,7-3751,3
SEGUN GRUPO DE TESTOSTERONA SEGUN ESTATUS DE DOMINANCIA
N Media+SEM Min. - Max. N Media*SEM  Min. - Max.
_ GTES_1 61 511,0+86,3 3,4-3085,1 - Dm 13 311,4+62,6 3,8-652,0
g GTES_2 81 608,8+92,2 0,0-5321,0 E Sb 24 747,6+142,2 14,4-3202,5
= GTES_3 45 485,6+62,6 14,4-15634 ¥ Xxd 25 751,8+215,5 103,6-5321,0
GTES_1 6 327,7+1445 3,4-818,4 Dm 227,7 £160,5 67,2 -388,1
8 GTES_2 32 679,3+197,6 0,0-5321,0 @ sb 1215,6 £326,5 383,8-3202,5
GTES_3 10 564,7+175,4 39,9-1563,4 Xd 1608,6 £956,6 240,3-5321
GTES_1 8 450,6+146,3 133,8-1173,9 Dm 5 502,0+44,9 378,4 - 652
& GTES_2 36 4843680 85-1522,3 @ sb 14 5282+100,2 14,4-1048,1
GTES_3 35 462,3+63,9 14,4-14235 Xd 14 514,4+108,8 103,6-1197,5
o GOTES_1 47 547,8+108,8 3,8-3085,1 Dm 180,6 + 85,7 3,8-460,4
- GTES_2 13 796,4+2658 43,2-3751,3 9 sb 75,3+0,0 75,3-75,3
Xd 6 511,7+149,3 262,5-1055,0
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Tabla A11l. Motilidad individual (Ml; %) de la fraccidén rica seminal en relacion a los distintos periodos de
la época reproductiva segun los diferentes factores estudiados. “EB”: marzo y primera quincena de abril;
“PB”: segunda quincena de abril y mayo; “LB”: junio, julio y agosto. GE_1 = Hasta 10 afios, GE_2 = Entre
10y 20 afios y GE_3 = A partir de 20 afios; VOL1 = Volumen testicular 60 cm3, VOL2 = Volumen testicular
>60 y <80 cm3 y VOL3 = Volumen testicular >80 cm3; GTES_1 = Concentracién de testosterona sanguinea
<1 ng/mL, GTES_2 = Concentracidn de testosterona sanguinea 1 - 10 ng/mLy GTES_3 = Concentracidn de
testosterona sanguinea >10 ng/mL; Dm = Dominantes, In = Grupo intermedio de dominancia y Sb =
Subordinados.

SEGUN GRUPO DE EDAD SEGUN GRUPO DE VOLUMEN TESTICULAR
N Media+SEM Min. - Max. N MediatSEM Min. - Max.
., GE_1 51 760%24  24,7-99,5 , VoLl 19 76,9%46 24,7-99,5
f—; GE_2 101 73,0+1,7  24,0-97,7 E VOL2 43  75,4%28 25,9-95,8
¥ GE3 9 74,8+58  355-95,7 ¥ vol3 79 743:18 24,0-97,6
GE_1 19 71,4+42  24,7-995 VoLl 7 683+10,4  24,7-99,5
@ GE2 18 676%36  33,3-931 @ voL2 11 744+59 33,3-95,7
GE_3 2 86,9+8,7  782-957 VoL3 16 71,829  47,6-883
GE_1 18 756+4,1  28,7-953 VoLl 6  79,9%6,3 53,1,0-95
@ GE2 48 749+24  24,0-97,7 @ voL2 16 753+5,3 25,9-95,3
GE3 5 78,9+3,7  72,8-92,4 voL3 37 76,8%2,3 24,0-97,2
GE_1 14 82,8#3,7 53,9-955 VoLl 6  83,9%5,0 61,5-95,5
@ GE_2 35 73,1+3,0 32,0-97,0 9 voL2 16 76,2+3,8 34,8-95,8
GE.3 2 525%+17,0 355-69,5 VOL3 26  72,2+4 32-97,6
SEGUN GRUPO DE TESTOSTERONA SEGUN ESTATUS DE DOMINANCIA
N Media+SEM Min. - Max. N Media+tSEM Min. - Max.
_ GTES_1 54 69,6+26  24,0-97,0 _ Dm 12 63,0+44 32,0-76,7,0
f—; GTES_2 73 773+19  30,4-99,5 E Sb 22 70,9+23 53,2 -88,7
F GTES.3 42 764+26  259-96,1 ¥ Xxd 21 67,0£38  240-90,1
GTES_1 6 569+7,3  24,7-78,2 Dm 2 596%24  57,1-62,0
@ GTES_2 27 72,9+32  33,3-995 @ sb 8 687%38 53,2-86,5
GTES_3 9 756+4,6  54,5-957 Xd 5 71,3+7,4  545-90,1
GTES_1 7 61,3+9,9  24,0-88,7 Dm 5 73,1%2,0 65,2 - 76,7
@ GTES.2 33 77,9+25  30,4-97,7 @ sb 12 725%33 56,7 - 88,7
GTES_3 33  76,7+25  259-96,1 Xd 12 69,0£5,5 24,0-87,6
o GTES_1 41  728%27  348-97,0 Dm 5 543+87 32,0-73,5
o

GTES_2 13 85,2+5,0 32,0-97,6

LB

Sb 2 70,0+3,6 66,4 -73,7
Xd 4 55,7+6,4 46,6 - 74,7
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Tabla A12. Motilidad progresiva (MP; %) de la fraccion rica seminal en relacion a los distintos periodos de
la época reproductiva segun los diferentes factores estudiados. “EB”: marzo y primera quincena de abril;
“PB”: segunda quincena de abril y mayo; “LB”: junio, julio y agosto. GE_1 = Hasta 10 afios, GE_2 = Entre
10y 20 afios y GE_3 = A partir de 20 afios; VOL1 = Volumen testicular 60 cm3, VOL2 = Volumen testicular
>60 y <80 cm3 y VOL3 = Volumen testicular >80 cm3; GTES_1 = Concentracién de testosterona sanguinea
<1 ng/mL, GTES_2 = Concentracidn de testosterona sanguinea 1 - 10 ng/mLy GTES_3 = Concentracidn de
testosterona sanguinea >10 ng/mL; Dm = Dominantes, In = Grupo intermedio de dominancia y Sb =
Subordinados.

SEGUN GRUPO DE EDAD SEGUN GRUPO DE VOLUMEN TESTICULAR
N Media+tSEM Min. - Max. N MediatSEM Min. - Max.
, GE_1 51 47,7+28 1,4-90,8 _, VoLl 19 56,3+6,0 5,1-90,8
E GE_2 101 42,9+18 3,7-87,6 E VOL2 43  49,3%3,0 1,4-82,2
¥ GE3 9 40,057 11,6-73,1 T Vol 79 44218 7,5-84,7
GE_1 19 436%5,1 5,1-90,8 VOL1 7 44,6+122 5,1-90,8
B GE2 18 386%35 148-821 @ voL2 11 508z6,4 16,7 - 82,2
GE_3 2 39,8+0,9  38,9-40,8 VOL3 16 40,7+3,3 16,0 - 63,4
GE_1 18 47,2+44 1,4-80,0 VoLl 6 58476  359-876
@ GE2 48 436%28 3,7-87,6 @ voL2 16 479%6,1 1,4 - 80,0
GE_.3 5 458+8,2  21,7-73,1 VOL3 37 46,0%2,5 7,5-71,8
GE_1 14 53,8+51  21,8-86,5 VoLl 6 67,9+9,1 29,0- 86,5
@ GE2 35 44,131 4,3-78,7 9 VOL2 16 49,6+3,2 23,4-74,6
GE_.3 2 258%142 11,6-401 VOL3 26 43,8+3,8 11,6 - 84,7
SEGUN GRUPO DE TESTOSTERONA SEGUN ESTATUS DE DOMINANCIA
N Media+SEM Min. - Max. N MediatSEM Min. - Max.
_ GTES_1 54 41,2+26 1,4-85,1 , Dm 12 358+34 18,5-50,0
E GTES_2 73 50,9%23 5,1-90,8 E Sb 22 387%3.2 15,0 - 64,9
" OGTES_3 42  41,4%26 3,7-87,6 Foxd 21 384%32 5,1-64,4
GTES_1 6 344+56  16,6-55,2 Dm 2 399+1,0  38,9-409
B GTES_2 27 488+4,1 5,1-90,8 B sb 8 42951 22,0-63,4
GTES_3 9 32,1+3,5 14,8-419 Xd 5 30,8+7.2 5,1-45,1
GTES_1 7 34,2495 1,4-64,9 Dm 5 387#5,7 18,5-50,0
@ GTES_2 33 492+3,1  15,0-80,0 2 sb 12 369t46 15,0 - 64,9
GTES_3 33  43,9%3,1 3,7-87,6 Xd 12  41,5+46 7,5 - 64,4
o GTES_1 41  43,4%28 4,3-85,1 Dm 5 31,4+59 20,1-47,0
o

GTES_2 13 59,8 +5,7 21,6 - 86,5

LB

Sb 2 32,9+9,0 23,9-42,0
Xd 4 38,6 +2,1 33,5-424

244



Apéndice A. Material complementario

Tabla A13. Velocidad media (VAP; um/s) de la fraccién rica seminal en relacidn a los distintos periodos de
la época reproductiva segun los diferentes factores estudiados. “EB”: marzo y primera quincena de abril;
“PB”: segunda quincena de abril y mayo; “LB”: junio, julio y agosto. GE_1 = Hasta 10 afios, GE_2 = Entre
10y 20 afios y GE_3 = A partir de 20 afios; VOL1 = Volumen testicular 60 cm3, VOL2 = Volumen testicular
>60 y <80 cm3y VOL3 = Volumen testicular >80 cm3; GTES_1 = Concentracién de testosterona sanguinea
<1 ng/mL, GTES_2 = Concentracidn de testosterona sanguinea 1 - 10 ng/mLy GTES_3 = Concentracidn de
testosterona sanguinea >10 ng/mL; Dm = Dominantes, In = Grupo intermedio de dominancia y Sb =
Subordinados.

SEGUN GRUPO DE EDAD SEGUN GRUPO DE VOLUMEN TESTICULAR

N Media+SEM Min. - Max. N MediatSEM Min. - Max.

, GE_1 51 1053#3,3 37,4-149,4 , VoLl 19 114,4+57 67,0-141,3

g GE_2 101 96,1+25 41,9-156,2 E VOL2 43 106,3+4,2 37,4-156,2

' GEL3 9 101,8%61 69,9-1274 ¥ ovol3 79 94124  456-146,7

GE_L1 19 940x44 71,6-1326 voLl 7 1053+10,0 71,6-132,6

8 GE2 18 868+6,4 450-153,1 @ wvoL2 11 98,2+8,7  450-153,1

GE_.3 2 949+10,6 84,4-105,5 VoL3 16 82,9%39  51,2-104,7

GE_1 18 104,1+6,0 37,4-149,4 VoLl 6 117,8+82 79,0-136,3

& GE2 48 98,1%35 456-156,2 @ voL2 16 1055+7,8 37,4-156,2

GE.3 5 108,2+7,0 92,8-127,4 VoL3 37 96,0+3,3  456-138,5

GE_1 14 122,2+4,7 96,4-146,9 VoLl 6 121,7+11,5 57,0-141,3

9 GE_2 35 981+4,4 41,9-1413 9 VvoL2 16 112,8+57 60,0-146,9

GE_.3 2 92,8%228 69,9-1156 VOL3 26 98,2+4,8  48,6-146,7
SEGUN GRUPO DE TESTOSTERONA SEGUN ESTATUS DE DOMINANCIA

N Media+SEM Min. - Max. N MediatSEM Min. - Max.

_, GTES_1 54 96,637 37,4-146,9 _ Dm 12 847%57 588-127,4

g GTES_2 73 105,7+2,7 45,0-156,2 E Sb 22 923+34  48,6-1235

' GTES.3 42 952%35 51,2-1385 F Xd 21 84936 456-1186

GTES_1 6 84,355  68,4-104,7 Dm 2 83,7+0,0  83,7-837

8 GTES_2 27 98,4+4,7 450-153,1 B sb 8 90,7+32 783-104,7

GTES_3 9 81,165 51,2-109,0 Xd 5 831%50 66,0 - 94,3

GTES_1 7 759+11,7 37,4-1235 Dm 5 955#87 795-127,4

@ GTES_2 33 107,2+3,5 71,4-156,2 @ sb 12 955%42  72,4-1235

GTES_3 33 99,1+39 60,1-138,5 Xd 12 83,457  456-118,6

o GTES_1 41 102,0+4,1 41,9-1469 Dm 5 743+9,1 588-100,1

~ GTES_2 13 1168%7,0 ©58,8-146,7 9 sb 2 796%31,0 486-110,6

Xd 4 91,8%59  745-101,0
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Tabla A14. Velocidad rectilinea (VSL; um/s) de la fraccidn rica seminal en relacién a los distintos periodos
de la época reproductiva segun los diferentes factores estudiados. “EB”: marzo y primera quincena de
abril; “PB”: segunda quincena de abril y mayo; “LB”: junio, julio y agosto. GE_1 = Hasta 10 afios, GE_2 =
Entre 10 y 20 afios y GE_3 = A partir de 20 afios; VOL1 = Volumen testicular <60 cm3, VOL2 = Volumen
testicular >60 y <80 cm?® y VOL3 = Volumen testicular >80 cm?; GTES_1 = Concentracidn de testosterona
sanguinea <1 ng/mL, GTES_2 = Concentracién de testosterona sanguinea 1 - 10 ng/mL y GTES_3 =
Concentracién de testosterona sanguinea >10 ng/mL; Dm = Dominantes, In = Grupo intermedio de
dominancia y Sb = Subordinados.

SEGUN GRUPO DE EDAD SEGUN GRUPO DE VOLUMEN TESTICULAR
N Media £+ SEM Min. - Max. N Media + SEM Min. - Max.
o GE_1 51 77,3t3,5 14,7 -136,4 _, voL1 19 91,516,2 35,4-130,4
g GE_2 101 72,3+2,6 19,2-140,2 E VOL2 43 83,7142 14,7 - 140,2
= GE_.3 9 72,7+5,9 47-103,4 " vols 79 69,6 +2,4 27,8-123,3
GE_1 19 67+4,4 35,4-113,2 voLl 7 78,1+9,9 35,4-113,2
8 GE2 18 63,6 +6,4 32,5-1358 @ voL2 11 77,9%8,7 40,0 -135,8
GE_3 2 66 £9,7 56,3-75,8 VoL3 16 60,3%4,2 32,5-91,1
GE_1 18 75,7+5,7 14,7-121,0 VoLl 6 91,2+84 59,8-122,9
Q@ GE_2 48 72,2+3,7 31,6 - 140,2 2 voL2 16 83,4+7,8 14,7 - 140,2
GE_3 5 76,6 £9,8 47,0-103,4 voL3 37 70,0%3,2 31,6 -107,9
GE_1 14 93,3+6,9 57,8-136,4 voLl 6 107,6+11,8 50,6-130,4
Q GE_2 35 76,9+45 19,2 -130,4 9 voL2 16 88,1+6,0 47,2 -136,4
GE_3 2 69,7+10,9 58,9-80,6 VOL3 26 74,7+4,7 27,8-123,3
SEGUN GRUPO DE TESTOSTERONA SEGUN ESTATUS DE DOMINANCIA

N Media £+ SEM Min. - Max. N Media + SEM Min. - Max.

_ GTES_1 54 73,0+ 3,7 14,7 - 136,4 o Dm 12 59,8 +4,6 33,9-91,7
g GTES_2 73 80,4+29  35,4-140,2 E Sb 22 59,8+3,2 27,8-94,8
= GTES_3 42 68,1+3,6 32,5-1229 Foxd 21 58,1+3,3 31,6-81,4
GTES_1 6 62,0+6,7 43,5-91,1 Dm 2 64,3+0,3 64,0 - 64,7

8 GTES_2 27 75,2+4,7 354-13538 @ sb 38 63,0 £3,2 49,6 - 73,8
GTES_ 3 9 50,6 £5,1 32,5-75,8 Xd 5 51,6+7,4 32,5-68,2
GTES_1 7 52,7+10,6 14,7-94,8 Dm 5 62,6 £8,1 43,8-91,7

2 GTES_2 33 79,1+4,1  37,5-140,2 2 sb 12 59247 37,5-94,8
GTES_3 33 72,9+4,0 41,1-1229 Xd 12 57,3+44 31,6-77,7

o GTES_1 41 78,1+4,2 19,2-136,4 Dm 5 55,1+8,1 33,9-78,1
- GTES_2 13 94,6 +7,4  46,5-1233 8 sSb 2 509%231 27,8-74,0
Xd 4 69,0+4,4 61,6 -81,4
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Tabla A15. Linealidad (LIN; %) de la fraccion rica seminal en relacion a los distintos periodos de la época
reproductiva segun los diferentes factores estudiados. “EB”: marzo y primera quincena de abril; “PB”:
segunda quincena de abril y mayo; “LB”: junio, julio y agosto. GE_1 = Hasta 10 afios, GE_2 = Entre 10y 20
afios y GE_3 = A partir de 20 afios; VOL1 = Volumen testicular <60 cm3, VOL2 = Volumen testicular >60 y
<80 cm? y VOL3 = Volumen testicular >80 cm3; GTES_1 = Concentracién de testosterona sanguinea <1
ng/mL, GTES_2 = Concentracion de testosterona sanguinea 1 - 10 ng/mL y GTES_3 = Concentracién de
testosterona sanguinea >10 ng/mL; Dm = Dominantes, In = Grupo intermedio de dominancia y Sb =
Subordinados.

SEGUN GRUPO DE EDAD SEGUN GRUPO DE VOLUMEN TESTICULAR
N Media+tSEM Min. - Max. N MediatSEM Min. - Max.

., GE1 51 502+14 268-734 ., voLl 19 53,9%25 27,4-70,6
f—; GE_2 101 49,2+1,0 28,3-70,6 E VOL2 43 53,2+13 26,8-73,4
¥ GE3 9 479+36  30,4-62,5 ¥ vol3 79 488+10  284-67,7
GE_1 19 46,8+22  27,4-66,2 VOL1 7  49,2%49 27,4 - 66,2

8 GE2 18 478%22  343-658 @ wvoL2 11 501%26  37,3-62,6
GE.3 2 40,7+3,5  37,3-44,2 VOL3 16 47,5+16 35,6 -56,9
GE_1 18 49,023  26,8-66,6 VoLl 6 52,829  42,5-616

@ GE2 48 48,4+14  28,4-67,6 @ voL2 16 52,3+22 26,8 - 66,0
GE_.3 5 46,4+50  30,4-59,3 VOL3 37 48,0+1,6  28,4-67,6
GE_1 14 562+25 444-734 VoLl 6 60,5+4,1  43,8-706

9 GE2 35 512%1,7 283-706 9 VOL2 16 56,2+1,9  449-73,4
GE_.3 2 589+3,6  553-62,5 VOL3 26 50,8+1,8  28,4-67,7

SEGUN GRUPO DE TESTOSTERONA SEGUN ESTATUS DE DOMINANCIA

N Media+SEM Min. - Max. N MediatSEM Min. - Max.

_ GTES_1 54 51,115 268-73,4  Dm 12 482#3,1 28,4 - 59,3
f—; GTES_2 73 49,5+1,0  27,4-67,7 E Sb 22 43,7%2.2 28,4 - 66,6
" GTES_3 42 482%15  28,4-67,6 Foxd 21 441%22 27,4 - 65,1
GTES_1 6 488+3,4  383-586 Dm 2 544+42  50,2-586

B GTES.2 27 489%19 27,4 - 66,2 B sb 8 450z%3,0 28,4-51,2
GTES_3 9 429+2,6  343-56,1 Xd 5 41,3%53 27,4 - 56,1
GTES_1 7 452+59  26,8-66,6 Dm 5  450#5,1 29,0-59,3

@ GTES_2 33 480+13  33,2-66,0 @ sb 12 43,0%3,2  30,4-666
GTES_3 33  49,6+1,7 28,4-67,6 Xd 12 44,1+31 28,4-65,1

o GTES_1 41  524+16  283-734 Dm 5  489+5.2 28,4-57,5
~ GTES_2 13 543%17  44,9-67,7 9 sb 2 428%12,2 30,6-550
Xd 4 481%15  459-52,4

247



Apéndice A. Material complementario

Tabla A16. Amplitud del movimiento lateral de la cabeza (ALH; um) de la fraccién rica seminal en relacion
a los distintos periodos de la época reproductiva segun los diferentes factores estudiados. “EB”: marzo y
primera quincena de abril; “PB”: segunda quincena de abril y mayo; “LB”: junio, julio y agosto. GE_1 =
Hasta 10 afios, GE_2 = Entre 10 y 20 afios y GE_3 = A partir de 20 afios; VOL1 = Volumen testicular <60
cm3, VOL2 = Volumen testicular >60 y <80 cm3 y VOL3 = Volumen testicular >80 cm?; GTES_1 =
Concentracion de testosterona sanguinea <1 ng/mL, GTES_2 = Concentracidn de testosterona sanguinea
1- 10 ng/mL y GTES_3 = Concentracion de testosterona sanguinea >10 ng/mL; Dm = Dominantes, In =
Grupo intermedio de dominancia y Sb = Subordinados.

SEGUN GRUPO DE EDAD SEGUN GRUPO DE VOLUMEN TESTICULAR
N Media+SEM Min. - Max. N Media+SEM Min. - Max.

., GE_1 51 5,1+0,2 1,8-10,4 , voLl 19 56104 3,2-10,4

g GE_2 101 4,9+0, 2,0-7,2 E VOL2 44  5,0+0,2 1,8-8,4

F GE3 9 5,3+0,5 2,7-6,8 ¥ vols 80 4901 2,4-8,4

GE_1 19 51+0,4 3,2-10,4 voLl 7 55+1,0 3,2-10,4

8 GE2 18 4,5+0,3 2,0-6,5 B8 voL2 12 55205 2,0-8,4

GE_3 2 6,410,4 6,0-6,8 VOL3 17  4,6+0,2 2,9-6,3

GE_1 18 5,2+0,3 1,8-7,8 VoLl 6 5,6+0,4 3,8-6,6

@ GE2 48 49+0,2 2,3-7,2 @ voL2 16 5105 1,8-7,8

GE_.3 5 5,5+0,5 3,8-6,6 voL3 37 5,0+0,2 2,4-7,2

GE_1 14 5,1+0,3 3,7-7,7 VoLl 6 5,6+0,5 4,3-7.2

9 GE2 35 5,0+0,2 2,7-7,1 Q9 VOoL2 16 4,6+0,3 3,3-6,7

GE_3 2 3,609 2,7-4,5 VOL3 26  5,0+0,3 2,7-8,4
SEGUN GRUPO DE TESTOSTERONA SEGUN ESTATUS DE DOMINANCIA

N Media+SEM Min. - Max. N Media+SEM Min. - Max.

_, GTES_1 54 45+0,2 1,8-7,7 o Dm 12  4,0+03 2,7-6,6

g GTES_2 75 5,6 +0,2 2,0-10,4 E Sb 22  48+0,2 3,3-6,7

F GTES.3 42 4,8+0,2 2,3-7,2 P oxd 21 48:03 2,9-7,2

GTES_1 6 4,2+0,3 3,3-5,4 Dm 2 3,8+0,5 3,3-4,4

8 GTES_2 29 5,4+0,3 2,0-10,4 @ sb s 50+0,3 4,1-6,7

GTES_3 9 4,3+0,4 3,1-6,8 Xd 5 4,4+0,6 3,2-6,5

GTES_1 7 3,6+0,5 1,8-5,7 Dm 5 4,5+0,5 3,7-6,6

2 GTEs_2 33 5,6+0,2 3,3-7,8 2 sb 12 48+03 3,3-6,1

GTES_3 33 4,9+0,2 2,3-7,2 Xd 12 48104 2,9-7,2

o GTES_1 41 4,7+0,2 2,7-7,7 Dm 5 3,7+0,3 2,7-4,4

~ GTES_2 13 5,9%0,4 3,7-8,4 Q sb 2 4,0+0,3 3,7-4,3

Xd 4 54+0,4 4,5-6,2
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Tabla A17. Espermatozoides viables con acrosomas intactos (iIACRO; %) (PI-/PNA-) de la fraccion rica
seminal en relacién a los distintos periodos de la época reproductiva segun los diferentes factores
estudiados. “EB”: marzo y primera quincena de abril; “PB”: segunda quincena de abril y mayo; “LB”: junio,
julio y agosto. GE_1 = Hasta 10 afios, GE_2 = Entre 10 y 20 afios y GE_3 = A partir de 20 anos; VOL1 =
Volumen testicular <60 cm3, VOL2 = Volumen testicular >60 y <80 cm?® y VOL3 = Volumen testicular >80
cm3; GTES_1 = Concentracién de testosterona sanguinea <1 ng/mlL, GTES_2 = Concentracién de
testosterona sanguinea 1 - 10 ng/mL y GTES_3 = Concentracidn de testosterona sanguinea >10 ng/mL;
Dm = Dominantes, In = Grupo intermedio de dominancia y Sb = Subordinados.

SEGUN GRUPO DE EDAD SEGUN GRUPO DE VOLUMEN TESTICULAR

N Media £ SEM Min. - Max. N Media + SEM Min. - Max.

 GE_1 54 77,6 2,0 31,0-98,9 _, voLl 17 79,5+3,4 39,0-95,5

g GE_2 101 79,811 41,0-98,6 E voL2 48 77,019 41,0-98,5

. GE_3 13 85,0+2,4 72,0-98,4 " vou3 s1 80,2+14 31,0-98,6

GE_1 18 74,3+4,3 31,0-98,9 VoLl 6 71,6 £7,9 39,0-95,5

8 GE2 22 75,2+2,7 41,0-92,0 @ wvoL2 13 719%3,7 46,0 - 89,0

GE_.3 3 78,3+3,8 72,0-85,0 voL3 19 72,2+3,8 31,0- 88,0

GE_1 21 81,1+24 54,0 - 98,5 voLl 5 80,3+4,4 70,0-92,0

@ GE2 48 82,1+1,5 52,0-98,6 2 voL2 18 81,2+3,1 52,0-98,5

GE_.3 5 82,6 £3,0 75,7-93,0 voL3 38 82,8+1,8 46,0 - 98,6

GE_1 15 76,5+ 3,3 41,0-92 VoLl 6 86,7+2,4 78,0-94,0

Q GE_2 31 79,5+1,7 57,0-97,1 9 voL2 17 76,4+3,2 41,0-98,0

GE_.3 5 91,4+39 82,0-98,4 voL3 24 823+2,0 57,0-98,4
SEGUN GRUPO DE TESTOSTERONA SEGUN ESTATUS DE DOMINANCIA

N Media+SEM Min. - Max. N Media + SEM Min. - Max.

_ GTES_1 56 82,0+14 57,0-98,4 - Dm 10 835%34 70,0 - 98,0

g GTES_2 77 77,5+1,5 31,0-98,9 E Sb 23 854+156 76,0 -98,9

= GTES_3 44 78,4+1,8 41,0-95,2 = Xd 22 86,1+2,4 64,1 -98,6

GTES_1 6 78,0+ 3,6 70,0-87,0 Dm 2 70,1+0,1 70,0-70,1

B GTES 2 31 74,7 +2,8 31,0-98,9 @ sb 8 83,725 76,0 -98,9

GTES_3 10 68,4 £5,1 41,0 - 88,0 Xd 5 80,9+6,0 64,1-95,5

GTES_1 8 92,1+1,7 86,1-97,9 Dm 5 84,8+3,3 75,7 - 95,2

2 GTES_2 34 80,4+19 52,0-98,6 2 sb 14 864%21 76,0 - 98,5

GTES_3 34 81,3+1,6 54,0 - 95,2 Xd 13 88,0+2,6 71,0-98,6

o GTES_1 42 80,6 +1,6 57,0-98,4 Dm 3 90,4+7,2 76,0 - 98,0

3

GTES_2 12 76,8 £3,5 41,0 -87,0

LB

Sb 1 85,0
Xd 4 86,5+7,5 66,0 -98,4
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Tabla A18. Espermatozoides viables (VIAB; %) (SYBR14+/PI-) de la fraccidn rica seminal en relacion a los
distintos periodos de la época reproductiva seguin los diferentes factores estudiados. “EB”: marzo y
primera quincena de abril; “PB”: segunda quincena de abril y mayo; “LB”: junio, julio y agosto. GE_1 =
Hasta 10 afios, GE_2 = Entre 10 y 20 afios y GE_3 = A partir de 20 afios; VOL1 = Volumen testicular <60
cm3, VOL2 = Volumen testicular >60 y <80 cm3 y VOL3 = Volumen testicular >80 cm?; GTES_1 =
Concentracion de testosterona sanguinea <1 ng/mL, GTES_2 = Concentracidn de testosterona sanguinea
1- 10 ng/mL y GTES_3 = Concentracion de testosterona sanguinea >10 ng/mL; Dm = Dominantes, In =
Grupo intermedio de dominancia y Sb = Subordinados.

SEGUN GRUPO DE EDAD SEGUN GRUPO DE VOLUMEN TESTICULAR
N Media+SEM Min. - Max. N MediatSEM Min. - Max.
o, GE_1 40 73,55%+26 10,0-90,0 _, voLl 15 783+4,2 30,0-92,0
g GE_2 83 78,7+1,0 45,0-94,0 E VOL2 41 74,825 10,0-93,0
= GE_3 8 80,325 69,0-93,0 ' vows 61 76,5+1,5 45,0-94,0
GE_1 11 70,5+5,3 30,0- 86,0 VoLl 5 68,4+104 30,0-86,0
8 GE2 17 77,5+27 45,0-91,0 8 voL2 9 67,2+6,6 36,0-91,0
GE 3 3 81,0+3,0 75,0-84,0 voL3 15 74,4+3,1 45,0 - 84,0
GE_1 14 72,557 10,0-90,0 voLl 4 79,8+6,4 62,0-92,0
@ GE2 36 791%1,5 62,0-93,0 @ voL2 16 77,3438 10,0-93,0
GE_3 3 81,0+6,9 69,0-93,0 voLw3 25 77,824 52,0-93,0
GE_1 15 76,7t24 57,0-88,0 VoLl 6 85,5+ 2,5 77,0-92,0
9 GE2 30 79,0%1,7 59,0-94,0 9 VvoL2 16 76,6+2,0 57,0-86,0
GE_3 2 78,0+2,0 76,0-80,0 VOoL3 21 76,524 53,0-94,0
SEGUN GRUPO DE TESTOSTERONA SEGUN ESTATUS DE DOMINANCIA
N Media+SEM Min. - Max. N MediatSEM Min. - Max.
_ GTES_1 46 78,1+1,4 57,0-94,0 o Dm 3 77,3120 74,0-81,0
g GTES_2 58 74,5%1,8 30,0-92,0 g Sb 8 82,4+1,6 75,0-89,0
= GTES_3 35 78,0126 10,0-93,0 Foxd 8 81,9+3,0 70,0-93,0
GTES_1 5 75,6+ 3,3 64,0 - 83,0 Dm 1 74,0
B GTES_2 21  69,7+4,0 30,0-91,0 B sb 2 80,5+2,5 78,0-83,0
GTES_3 8 79,1+3,5 55,0- 84,0 Xd 1 83,0
GTES_1 3 88,4+2,0 85,0-92,0 Dm 1 81,0
@ GTES_2 25 768+1,8 55,0-92,0 @ sb 5 83,0+2,5 75,0-89,0
GTES_3 27 77,7%3,2 10,0-93,0 Xd 5 83,4142 70,0-93,0
o GTES_1 38 77,615 57,0-94,0 Dm 1 77,0
- GTES_2 12 78,4%29 53,0-90,0 9 sb 1 83,0
Xd 2 77,5%6,5 71,0-84,0
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Tabla A19. Espermatozoides con alto potencial de membrana mitocondrial (MIT; %) (JC1+) en relacién a
los distintos periodos de la época reproductiva segun los diferentes factores estudiados. “EB”: marzo y
primera quincena de abril; “PB”: segunda quincena de abril y mayo; “LB”: junio, julio y agosto. GE_1 =
Hasta 10 afios, GE_2 = Entre 10 y 20 afios y GE_3 = A partir de 20 afios; VOL1 = Volumen testicular <60
cm3, VOL2 = Volumen testicular >60 y <80 cm3 y VOL3 = Volumen testicular >80 cm?; GTES_1 =
Concentracion de testosterona sanguinea <1 ng/mL, GTES_2 = Concentracidn de testosterona sanguinea
1-10 ng/mLy GTES_3 = Concentracion de testosterona sanguinea >10 ng/mL.

SEGUN GRUPO DE EDAD SEGUN GRUPO DE VOLUMEN TESTICULAR
N MediatSEM Min. - Max. N MediatSEM Min. - Max.
., GE_1 34 664+45 2,0-98,0 _, VoLl 14 69,2+6,4  11,0-98,0
g GE_2 71 72,5+26 0,0-98,0 E VOL2 37 72,433 14,0 - 98,0
' GE3 7  849t19 79,0 - 95,0 ¥ vols 51 705£3,6 0,0-96,0
GEL1 9 59,7+104 2,0-96,0 VoLl 5  72,2+7,9  48,0-90,0
B8 GE2 15 72,1+6,2 0,0-98,0 B8 voL2 8 70,5+6,3  42,0-88,0
GE_.3 3  887%32 85,0 - 95,0 VoL3 13  655+9,3 0,0-96,0
GE_1 11 63,3+78 14,0-97,0 voLl 3 57,375  450-71,0
& GE2 29 76328 41,0-98,0 2 voL2 14 71,9+6,7  14,0-98,0
GE.3 2 820+1,0 81,0 - 83,0 VOL3 20 76,6+3,6  38,0-96,0
GE_1 14 73,3%6,0 28,0-98,0 VoLl 6 72,7+133  11,0-98,0
9 GE2 27 687+5,0 11,0-93,0 @ voL2 15 74,0+4,6  36,0-91,0
GE_.3 2 82,0%3,0 79,0 - 85,0 voL3 18 67,364  11,0-93,0
SEGUN GRUPO DE TESTOSTERONA
N MediatSEM Min. - Max.
_ GTES_1 40 75634 11,0- 98,0
g GTES_2 52 68,4+3,1 2,0-98,0
F GTES.3 28 71,543 0,0 - 97,0
GTES_1 3  78,0+4,6 70,0 - 86,0
8 GTES_.2 20 68,8+5,4 2,0-98,0
GTES.3 7 650131 0,0-96,0
GTES_1 2  97,5%0,5 97,0-98,0
@ GTES_2 21 71,6+4,1 14,0-96,0
GTES_3 21  73,6+4,0 38,0-97,0
o GTES_1 35 74,1%38 11,0- 98,0
3

GTES_2 11 61,5+7,6 11,0-93,0
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Imagen 1. Recinto de oso pardo del Parque de la Naturaleza de Cabarceno. 1a) Vista general de una parte del recinto de oso pardo del Parque de la Naturaleza de
Cabdarceno. 1b) Detalle de la orografia abrupta y vegetacion variada. Una osa con su osezno pueden observarse en la parte central de la fotografia. 1c) Detalle de una
zona del recinto con vegetacion mas densa. Puede observarse una osa joven que transita a la izquierda de la valla limitrofe del recinto; todo lo que se observa a la
izquierda y detras de la valla forma parte del recinto de los osos. 1d) Oso desplazandose por una zona escarpada.
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Imagen 2. Comportamiento maternal y "area de observacion". 2a) Osa con sus tres oseznos a la entrada de su osera. 2b) Osa amamantando dos oseznos del afio en
un pequefio saliente de una pared rocosa. 2c) Parte del “drea de observacidn” para el estudio etoldgico, fotografiada desde su vertiente norte. En la parte izquierda
de la fotografia se encuentra, sefialado con una “X”, el lugar de localizacidn del observador para el estudio etolégico (zona de la pasarela a la que tienen acceso los
visitantes situada sobre la puerta principal de acceso de vehiculos). 2d) Otra perspectiva de parte del “area de observacién” para el estudio etoldgico, fotografiada
desde su vertiente sur. También pueden apreciarse el lugar de localizacién del observador, sefialado con una “X”.
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Imagen 3. Comportamiento reproductivo: el cortejo. 3a) Macho persiguiendo a una hembra con fines reproductivos. 3b) Macho que acababa de situarse cerca de
una hembra en celo y exhibe comportamiento de reflejo de Flehmen. 3c) Osos adultos durante el cortejo: el macho se ha acercado a la hembra, que se encuentra
sentada descansando, oliéndola y testando su receptividad. 3d) Osos adultos durante el cortejo: el macho se ha acercado a una hembra mientras ésta orina, oliendo
su tercio posterior durante la miccion.
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Imagen 4. Comportamiento reproductivo: la cépula. 4a) Osos adultos copulando. Durante la cépula, el macho alterna fases de movimientos pélvicos con otras en las
gue simplemente mantiene su posicidn encima de la hembra. 4b) Otra imagen de la misma cépula documentada en la imagen 4a, con la hembra tumbada. Durante
una misma copula, las hembras pueden permanecer en la estacion, sentadas o tumbadas en distintos momentos, mientras el macho se adapta a las distintas posiciones.
4c) Osos adultos copulando con la hembra sentada. 4d) Osos adultos durante la fase de la cdpula en la que se producen movimientos pélvicos. Los machos pueden
realizar movimientos pélvicos tanto con la hembra en la estaciéon como tumbada.
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Imagen 5. Comportamiento agonistico. 5a) Dos machos adultos exhibiendo el comportamiento agonistico denominado "avance frontal". El individuo de la izquierda
esta retrocediendo, en sefial de sumision, a medida que el individuo de la derecha avanza. Notense las tipicas expresiones faciales, orientacién de las orejas y corporal
en ambos. 5b) Oso en posicidn de carga hacia otro individuo, en los momentos previos a la exhibicién del comportamiento agonistico denominado "persecucion". 5c)
Comportamiento agonistico entre dos machos, con ambos individuos en posiciéon bipeda. 5d) Otra imagen del mismo evento de comportamiento agonistico
documentado en la imagen 5c. Durante un mismo encuentro agonistico, pueden observarse patrones de comportamiento y posiciones corporales muy variadas.
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Imagen 6. Comportamiento de juego. 6a) Comportamiento de juego entre dos machos adultos. Un tercer macho adulto observa a corta distancia sin alterar la actitud
relajada de los osos que exhiben el comportamiento amistoso. 6b) Comportamiento de juego entre dos machos adultos jovenes. Las imitaciones a patrones utilizados
en el comportamiento de monta son habituales. 6¢) Comportamiento de juego en la que uno de los machos se encuentra en dectbito supino. Esta es una posicién a
evitar en las interacciones agonisticas para protegerse de mordiscos en la zona inguinal. 6d) Comportamiento de juego entre dos machos jévenes en posicidn bipeda.
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Imagen 7. Induccién anestésica. 7a) Vista aérea durante una captura. El vehiculo de la izquierda es aquel en el que los cuidadores proporcionan habitualmente el alimento
y sirve para atraerlos a la zona, asi como para alejarlos una vez se ha producido la induccion anestésica. El disparo del dardo anestésico se realiza desde el vehiculo de los
servicios veterinarios (derecha). 7b) El equipo veterinario monitorizando a un macho durante la induccion. Puede observarse el dardo en el lado derecho del cuello. 7c)
Macho adulto anestesiado dentro del recinto, en los momentos previos a su carga. 7d) Carga de un oso anestesiado para su transporte al lugar habilitado para la toma de
muestras. Una primera toma de constantes vitales, asi como la colocacidn de material de restriccidn fisica suceden en este momento. También participan en la captura
un vehiculo con personal de seguridad (al fondo) y otro vehiculo acondicionado para el transporte del oso anestesiado.
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Imagen 8. Monitorizacién y toma de muestra sanguinea y medidas biométricas. 8a) Monitorizacidén de las funciones cardiovascular y respiratoria. En la imagen
pueden observarse el monitor, los electrodos del electrocardiograma, la sonda lingual y una sonda intranasal para la administracion de oxigeno, asi como el sistema
de acceso intravenoso. 8b) Toma de muestras sanguineas a partir del catéter intravenoso acoplado a la vena cefélica. 8c) Toma de medidas testiculares tras la limpieza
y rasurado de la zona inguinal. 8d) Toma de medidas de los colmillos.
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Imagen 9. Electroeyaculacidon. 9a) Cateterizacidn uretral en condiciones de esterilidad. 9b) Electroeyaculador con sonda introducida en ampolla rectal. 9¢c) Proceso de
recoleccion del eyaculado durante la emision de impulsos eléctricos con el electroeyaculador. 9d) Dos fracciones no urospérmicas procedentes de una Unica
electroeyaculacién y del mismo individuo. 9e) Detalle del pene erecto en el momento en el que una gota de muestra seminal cae desde la sonda urinaria al tubo

colector.
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Imagen 10. Evaluacion de la calidad de las muestras espermaticas: caracteristicas fisicoquimicas y movilidad espermatica. 10a) Determinacion de la concentracion
de urea (Urea test strips Ecoline®, DiaSys Diagnostic Systems GmbH, Holzheim, Alemania). 10b) Determinacién de la osmolalidad (Osmomat-030, Gonotec®, Berlin,
Alemania) y el pH (CG 837-Schott; Schott, Alemania). 10c) Sistema de andlisis computerizado de la movilidad espermatica (CASA; ISAS, Integrated Semen Analyser
System; Proiser, Valencia, Espafia). 10d) Espermatozoides de oso pardo visualizados a 100 x mediante el software CASA y un microscopio de contraste de fase negativa
(Nikon Labophot-2; Nikon, Tokyo, Japdn).
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Imagen 11. Evaluacion de la calidad de las muestras espermaticas: viabilidad, integridad estructural y actividad mitocondrial de los espermatozoides mediante
citometria de flujo. 11a) Citémetro de flujo FACScalibur (Becton Dickinson Immunochemistry Systems, San Jose, CA, USA). 11b) Espermatozoides de oso pardo
sometidos a una doble tincién SYBR14/PI para la evaluacion de su viabilidad emitiendo fluorescencia verde (SYBR14+/PI-) y roja (SYBR14-/Pl+). 11c) Dotplot de la
viabilidad mediante la técnica SYBR14/PI. 11d) Dotplot del estado del acrosoma mediante la técnica PNA/PI. 11e) Dotplot del estatus mitocondrial mediante la técnica
JC-1. Tomada con permiso de Reproduction in Domestic Animals, 45(SUPPL. 2), 67-78. (https://doi.org/10.1111/j.1439-0531. 2010.01622.x).
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Apéndice C. Curriculum vitae

FORMACION ACADEMICA

MASTER UNIVERSITARIO en Investigacidn en Veterinaria y Ciencia y Tecnologia de los Alimentos.
2011. Médulo de Sanidad y Reproduccion Animal. Trabajo de Fin de Master: “Estudio de
la biologia reproductiva del oso pardo (Ursus arctos)”. Nota media: 9,01 / 10.

LICENCIADA CON GRADO. Tesina titulada: “Variaciones de pardametros sanguineos
(hematoldgicos y bioquimicos) y urinarios en funcién del cronograma biolégico en machos
de oso pardo”. 2010. Nota: 9,5 / 10.

LICENCIADA EN VETERINARIA por la Universidad de Ledon. 2004-2009. Nota media: 7,81 / 10.

EXPERIENCIA PROFESIONAL

2018- Actualidad Veterinaria en Parque de la Naturaleza de Cabarceno. Cantabria.
2017-2018 Veterinaria en Clinica Veterinaria Santander. Cantabria.

2016-2017 Veterinaria en Hospital Veterinario Patas y Colas. Santa Cruz de Tenerife.
2015-2016 Veterinaria en Clinica Veterinaria Gonzalo Aja. Cantabria.

2015 Técnico de transferencia y divulgacion en Centro de Investigacién y Formacion

Agrarias del Gobierno de Cantabria (CIFA). Cantabria.

2014 Veterinaria voluntaria y asistente de investigacion Cheetah Conservation Fund.
Namibia.
2014 Técnico de laboratorio en Centro de Investigacion y Formacion Agrarias del

Gobierno de Cantabria (CIFA). Cantabria.

2013-2014 Beca de formacién en el drea de transferencia y formacidon Centro de
Investigacion y Formacién Agrarias del Gobierno de Cantabria (CIFA). Cantabria.

2013 - 2015 Promotora de ventas para Affinity Petcare. Cantabria.

2013 Veterinaria voluntaria interna en Centro de Recuperacién de fauna autdctona
CRUMA. Livorno, ltalia.

2012 Veterinaria en clinica veterinaria “Canvet”. Cantabria.

2012 Investigadora contratada por la Universidad de Ledn. Ledn.

2009 Veterinaria voluntaria interna en el Hospital de Fauna salvaje GREFA. Madrid.
2009 Internado en el Hospital Clinico Veterinario de Castilla y Ledn, Universidad de

Ledn. Ledn.

2007-2008 Internado en el Hospital Clinico Veterinario de la Universidad Complutense de
Madrid, Seccion de Animales Exdticos. Madrid.
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PARTICIPACION EN CONGRESOS Y EVENTOS DE DIFUSION CIENTIFICA

Zoo and Wildlife Health Conference. European Association of Zoo and Wildlife Veterinarians.
Valencia, 2022.

Zoo and Wildlife Health Conference. European Association of Zoo and Wildlife Veterinarians.
Emmen, 2022.

Zoo and Wildlife Health Conference. European Association of Zoo and Wildlife Veterinarians.
Online, 2021.

XIl Congreso de la SEC. Sociedad Espafiola de Cetaceos. Online, 2021.

Zoo and Wildlife Health Conference. European Association of Zoo and Wildlife Veterinarians.
Online, 2020.

Southern European Veterinary Conference. Asociacién de Veterinarios Especialistas en
Pequefios Animales. Sevilla, 2019.

Congreso anual de la AIZA. Asociacién Ibérica de Zoos y Acuarios. Santander, 2019.
Xl Congreso de la SEC. Sociedad Espafola de Cetaceos. Bilbao, 2018.

Zoo and Wildlife Health Conference. American Association of Zoo and Wildlife Veterinarians /
European Association of Zoo and Wildlife Veterinarians / Leibniz Institute for Zoo and Wildlife
Research. Praga, 2018.

X Congreso de la SEC. Sociedad Espafola de Cetaceos. Valencia, 2017.

532 Reunidn Cientifica de la S.E.E.P. Soc. Espafola para el Estudio de los Pastos. Cantabria, 2014.
VIl International Symposium on Wild Fauna. WAVES. Ledn, 2013.

16" ESDAR Conference. European Society for Domestic Animal Reproduction. Dublin, 2012.

VIl Congreso de Ciencias Veterinarias y Biomédicas. Facultad de Veterinaria UCM. Madrid, 2008.

PUBLICACIONES

ARTICULOS INDEXADOS (EN REVISTAS SCl)

Lépez-Uruefia, E., Alvarez, M., Gomes-Alves, S., Manrique, P., Anel-Lépez, L., Chamorro, C. A.,
Borragan, S., de Paz, P., & Anel, L. (2014). Alternative procedures for the cryopreservation of
brown bear ejaculates depending on the flexibility of the “in cooling” period (5°C). Cryobiology,
69(3), 434-441. https://doi.org/10.1016/j.cryobiol.2014.10.001

Lépez-Uruefia, E., Alvarez, M., Gomes-Alves, S., Anel-Lépez, L., Martinez-Rodriguez, C.,
Manrique, P., Borragan, S., Anel, L., & de Paz, P. (2015). Optimization of conditions for long-term
prefreezing storage of brown bear sperm before cryopreservation. Theriogenology, 84, 1161—
1171. https://doi.org/https://doi.org/10.1016/j.theriogenology.2015.06.017
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Domestic Animals, 51(5), 700-707. https://doi.org/10.1111/rda.12734
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Martinez-Pastor, F., de Paz, P., & Anel, L. (2012). Preliminary approach of cooling protocol
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Borragan, S., de Paz, P., & Anel, L. (2013). Descriptive study of epididymal spermatozoa
from tiger (Panthera tigris tigris). Reproduction in Domestic Animals, 48(1), 81.
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Lépez, L., Manrique, P., De Paz, P., & Anel, L. (2014). Cryopreservation of brown bear (Ursus
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de La Sociedad Espaiiola de Anestesia y Analgesia Veterinaria.

Manrique-Revuelta, P., De Paz, P., Borragan, S., Lopez-Urueiia, E., Zavala, V., Anel-Lépez, L., Anel,
L., & Alvarez, M. (2023). Spermatozoa recovery beyond the breeding season in brown bears
(Ursus arctos): every germplasm sample counts. Zoo and Wildlife Health Conference 2023, 115.
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