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Resumen.

En el presente trabajo se establecié una metodologia con el objetivo
de determinar los niveles de hormonas esteroidales, progesterona, estradiol
y testosterona (P, E, T) en las excretas de borrego cimarrén, asi como su
dindmica reproductiva y la proporcién de sexos en la poblacién. En total se
analizaron 605 muestras de 9 localidades. Se obtuvieron los valores de
progesterona, estradiol y testosterona, discriminando entre hembras vy
machos mediante la concentracién de estradiol y testosterona. Se encontré
una proporcion de sexos de 311 machos por 294 hembras.

Para los niveles de progesterona, se analizaron 245 muestras de
hembras, de las cuales 88 tuvieron mayor cantidad de progesterona, 82
mayor cantidad de estradiol y 75 con cantidades semejantes (tanto de
progesterona como de estradiol). Los valores asi obtenidos se sometieron a
un analisis de varianza de una via y posteriormente un analisis de rangos
multiples utilizando la prueba de Tukey con un intervalo de confianza de 95
%. Se encontraron diferencias significativas en las concentraciones de las
hormonas (p<0.05) entre los diferentes meses de recolecta. De esta
manera se pudo establecer la dindmica reproductiva del borrego cimarrén
en la sierra, destacando el hecho de haber detectado dos épocas de
nacimientos al afio, una entre septiembre y noviembre y otra entre febrero
y abril; por otro lado también se detectaron individuos reproductivos
durante la mayor parte del afio.

Se concluye, que en altitudes por arriba de los 1500 mts es donde se
presenta una mayor actividad reproductiva del borrego cimarrén a lo largo
del afio en la sierra San Pedro Martir.

Palabras clave : dinamica reproductiva, hormonas esteroidales, excretas,
proporcién de sexos, borrego cimarrén, San Pedro Martir, Baja California.



Abstract

In this work, was development a methodology with the objective of
determining the levels of esteroidal hormones, progesterone, estradiol and
testosterone (P, E, T) in the feces of bighorn sheep, as well as its
reproductive dynamics and the proportion of sexes in the population. In
total 605 samples of 9 places were analyzed. The progesterone values,
estradiol and testosterone were obtained, discriminating between females
and males through the estradiol and testosterone concentration.I find a
proportion of sexes of 311 males for 294 females. For the progesterone
levels, 245 samples of females were analyzed, of which 88 had bigger
quantity of progesterone, 82 bigger quantity of estradiol and 75 with similar
quantities (so much of progesterone as of estradiol). The values obtained
were underwent an analysis of variance of one way and later on an analysis
of multiple ranges using the test of Tukey with an interval of trust of 95%.
They were significant differences in the concentrations of the hormones
(p<0.05) among the different months of it gathers. This way the
reproductive dynamics of the bighorn sheep could settle down in the
mountain, highlighting the fact of having detected two times of births in a
year, one between September and November and another between
February and April; on the other hand reproductive individuals were also
detected during most of the year.

I conclude that in altitudes for up of the 1500 mts it is where a bigger
reproductive activity of the bighorn sheep is presented along the year in the
mountain San Pedro Martir.

Words key: reproductive dynamics, hormones esteroidales, feces,
proportion of sexes, bighorn sheep, San Pedro Martir, Baja California.
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INTRODUCCION

Debido a su importancia para la vida, la reproduccién determina, en

parte, las adaptaciones estructurales, fisioldgicas y etoldgicas de la especie
(Vaughan, 1988).

La énorme variacion en tamafio y estrategias del ciclo de vida que
existe entre los mamiferos se relaciona con grandes diferencias en la
reproducciéon. En los mamiferos, la reproduccion se caracteriza por una
serie de fendmenos ciclicos que estan bajo control nervioso y hormonal. El
ciclo reproductivo esta relacionado con diversos fendmenos: pubertad y
maduracién sexual, temporada reproductiva, ciclo estrual, actividad sexual
posparto y envejecimiento. Estos componentes son regulados por factores
ambientales, genéticos, fisioldgicos y conductuales (Vaughan, 1988).

La reproduccion total anual de una poblacion silvestre es determinada
por: 1) inicio de crianza, 2) el nimero de camadas producidas por afio, 3)
tamafio dé la camada, 4) tasa de sobrevivencia prenatal, 5) viabilidad de
nuevos nacimientos, 6) cuidado parental, y 7) edad de maduracion sexual
(James y Bailey, 1984).

La capacidad de reconocimiento de los eventos reproductivos es
esencial para entender y manejar la dinamica reproductiva de las
poblaciones silvestres. En algunas ocasiones el estado de prefiez de las
poblaciones silvestres es determinada por observaciones directas de la
natalidad o es monitoreada por palpacién, ultrasonido, histologia vaginal o

determinacion de los niveles de hormonas en suero (Loskutoff et al., 1983).
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Sin embargo, todas estas pruebas tienen limitaciones dado que la

estimacién postnatal de la tasa de prefiez es dificil de estimarse en algunas
especies. Asi mismo, las diferencias entre la tasa de fertilizacion y la tasa de
nacimientos no pueden ser determinadas por este tipo de pruebas.

Por lo que, la medida de los metabolitos de los esteroides fecales
(por medio del desarrollo de inmunoensayos) proporciona una alternativa
util para evaluar el estado reproductivo de las especies silvestres (Shideler
et al., 1990 en Borjesson et al., 1996). Y dado que el capturar organismos y
tomar muestras de sangre es una estrategia dificil, los métodos por medio
de heces fecales tienen cada vez mayor importancia (Monfort et al., 1993).

En lo particular, uno de los problemas que existen en el manejo del
borrego cimarrén (Ovis canadensis cremnobates) es el poco conocimiento
de su biologia reproductiva (cortejo, reproduccion, territorialidad , etc.), ya
que la determinacién de los parametros reproductivos son de gran
importancia por que a través del conocimiento de éstos es posible adecuar
los planes de manejo, para llevar a cabo un mejor aprovechamiento y
conservacion de la especie (Aguilar, 1991).

Para que una poblacién de organismos sea estudiada detalladamente
se requieren utilizar diferentes técnicas y pruebas, las cuales contribuyan y
corroboren datos o parametros ya establecidos con anterioridad; para este
caso en particular, se han realizado conteos directos de individuos, por
medio de censos aéreos, los resultados indican que la proporcidon de sexos

de la poblacién es favorable a las hembras, lo cual no es del todo confiable



ya que se pudiera confundir un macho joven con una hembra.

En virtud de lo anterior, el presente trabajo pretende estandarizar
una metodologia para determinar los niveles de hormonas esteroidales
progesterona, estradiol y testosterona (P, E, T) y la tasa reproductiva en
excretas de borrego cimarrén, dado que actualmente no existe informacion
que describa la caracterizacion de la actividad reproductiva de estos
organismos de manera secuencial. Dicha metodologia es de gran
confiabilidad ya que determina la presencia de las hormonas de machos y
hembras contenidas en las excretas, ademds de la cantidad de éstas, asi
como también para detectar embarazo, de esta manera se registrara la
proporcién de sexos (machos y hembras), lo que se podra comparar con
estudios realizados anteriormente para comprobar o mejorar las
metodologias utilizadas en el estudio del borrego cimarrén de acuerdo con

su eficacia.



ANTECEDENTES
ESTUDIOS REALIZADOS EN ALGUNOS MAMIFEROS

La reproduccién, mortalidad y movimientos sdn atributos emergentes
que determinan la abundancia de las poblaciones en el ambiente. Sinr
embargo, muchos factores del ambiente tienen influencia en estas tres
caracteristicas de la poblacién. En una poblacién en equilibrio, el suceso de
reproduccion compensa a la mortalidad natural. Considerando lo anterior,
es indiscutible que para el manejo de la vida silvestre es necesario
monitorear sucesos de reproduccion, asi como identificar y reconocer los
factores del ambiente que tienen influencia en esta actividad (James y
Bailey, 1984).

Hay varios estudios que se han realizado para monitorear la
actividad reproductiva de poblaciones animales por medio del uso de
esteroides fecales, por ejemplo:

El trabajo realizado en hembras de lobo de crin (Chrysocyon brachyurus),
represento la primera tentativa para aplicar medidas de esteroides fecales
para cénidos y se sugiere que esta técnica puede proporcionar una
importante herramienta en el manejo de esta especie. Se recolecto la
muestra de 2 a 3 veces por semana por un periodo de 3 a 5 meses,
comenzando justo antes del tiempo del periodo de estro. La medida de
esteroides fecales indicé la ocurrencia de ovulacion y prefiez en 8 de 9

hembras. En este caso, la medida de esteroides fecales resultd ser un Util
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medio de caracterizacién de la fertilidad, incluyendo ovulacién y prefiez en

hembras (Wasser, et al., 1995).

La técnica para determinar la actividad reproductiva por medio de
esteroides fecales también ha sido empleada en el baboon (Papio
cynocephalus cynocephalus), en este caso la medida de hormonas
reproductivas (progesterona y estradiol) excretadas en heces fueron
usadas para discriminar entre hembras conceptivas y no conceptivas
(incluyendo la deteccion de un aborto temprano). En el ciclo de concepcién,
en la fase luteal, la concentracion de progesterona y estrégeno es
significativamente mayor que en un ciclo no conceptivo. Sin embargo, la
medida de concentracion de progesterona en la fase luteal temprana en
ciclos conceptivos es baja cuando la concepcion ocurre durante condiciones
ambientales estresantes, por otra parte la dominancia social entre hembras
también influye en la concentracién de progesterona ya que las hembras
con un alto grado de dominancia presentaron una mayor concentracién de
progesterona que las menos dominantes. Estos datos sugieren que la
implantacién lograda es facilitada por una alta concentracién de
progesterona y estrégeno en la fase luteal temprana. Sin embargo, un largo
periodo de condiciones ambientales favorables propician una alta
probabilidad de sobrevivencia de la descendencia, y en consecuencia
disparan la cantidad de progesterona requerida (la cual es alta) para lograr
la implantacién; mientras que durante las condiciones desfavorables, estos

requerimientos no se satisfacen, por tanto la probabilidad de que la
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descendencia sobreviva es relativamente baja. Esto actiia como un filtro

restringiendo la concepcién para las hembras jovenes, propiciando con ello
condiciones para la reproduccién de las hembras de mas edad en la
poblacién (Wasser, 1996).

En otro trabajo se realizd el perfil de esteroides fecales en hurones
(Mustela nigripes) exponiéndolas a un fotoperiodo natural, en el cual se
monitoreo estacionalmente la actividad ovarica y testicular en hurones
adultos. Estableciendo que la concentracion de estradiol fecal estd asociado
con su actividad de apareamiento, la concentracién de progesterona fecal
incrementa hasta una semana después de la reproduccién pico del trimestre
y declina en la dltima fase del periodo de gestacién. Los machos exhiben
estacionalmente fluctuaciones en excrecién de andrégenos fecales con un
incremento en la concentracion observada mdas o menos 2 meses antes de
que las hembras entren en el periodo de estro; estos resultados indican que
el andlisis de esteroides fecales puede ser usado efectivamente para
evaluar el efecto de las manipulaciones ambientales en la actividad gonadal
y subsecuentemente para ayudar en las estrategias de reproduccién para

mejorar especies en conservacion (Brown, 1997).



CARACTERISTICAS GENERALES DEL BORREGO CIMARRON

El Borrego Cimarrén presenta dimorfismo sexual, es decir, que
existen diferencias en el fisico de ambos sexos. Los machos alcanzan a
desarrollar mayor peso y tamafio que las hembras, pero el atributo mds
evidente de los machos son los imponentes cuernos. La coloracién del pelo
varia entré gris y café claro, dependiendo de la edad y del sexo. Las
hembras logran la madurez sexual entre el primero y el segundo afio de
edad, siendo la edad minima de reproduccidon a los 13 meses, la
maduracién sexual esta relacionada con la medida del cuerpo. Los machos
son mas tardios, desde el punto de vista reproductivo, ya que llegan a la
plenitud sexual casi a los ocho afios, y sostienen combates con otros
machos que desean poseer a las hembras, este fenédmeno se conoce como
poligamia y es un sistema de reproduccién, donde un macho cubre mas de
una hembra, el nimero de hembras que controle serd tan grande como sea
su capacidad reproductiva y de lucha (Berger, 1982; Aguilar, 1991).

Los borregos cimarrones viven en pequefias partidas, las hembras y
los pequefios tienden a separarse de los machos. La hembra joven
permanece en su grupo familiar hasta su primer periodo de estro, una vez
que ella es prefiada por machos adultos, se separa del grupo familiar (Geist,
1971). Durante la época de apareamiento, los machos buscan las partidas
de hembras y escenifican combates, por el privilegio de procrear.
Unicamente los machos adultos y las hembras procrean, los corderitos y tal

vez algunos de dos afios permanecen apartados. Pasada la época de
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procrear los machos se alejan vy forman grupos separados. Los hijos,

genera!mente uno, rara vez gemelos, nacen después de un periodo de
gestacién de cerca de 174 a 180 dias (Leopold, 1977).

El borrego recorre grandes distancias entre sus ambitos caseros. Los
borregos forman grupos o manadas los cuales estan conformados
generalmente por 7 individuos. Estos se clasifican de la siguiente manera
(Geist, 1971):

Corderos: individuos menores de 13 meses, Cuyos CUErnos estan poco
desarrollados (los corderitos menores de 48 horas son categorizados como
neonatos).

Hembra joven: incluye hembras desde 12 a 24 meses de edad (1-2 afios),
son mas grandes en cuerpo y cuernos que los corderitos, pero no como los
adultos. Madura a los 18 meses.

Hembra adulta: son de 4 a 5 afios.

Macho joven: son de 12 a 24 meses.

Clase I macho: son de 26 a 36 meses.

Clase II macho: son de 3 a 6 afios.

Clase III macho: son de 5 a 8 afios.

Clase IV macho: son de 8 afios 6 mas.



ESTUDIOS REALIZADOS EN OVIS CANADENSIS

Se han realizado varios trabajos sobre la biologia reproductiva del
borrego cimarrdn y el efecto del clima y la nutricidn en el periodo de
nacimientos. En el desierto de Mojave y las montafas, los borregos
aparentemente tienen mas nacimientos cuando la temperatura y la
nutricién contribuyen a la sobrevivencia de las descendencias (Hass, 1997).
El tiempo de nacimientos es estimado para asegurar que el alimento sea
disponible para satisfacer las altas demandas metabdlicas para la lactancia
y crecimiento de los recién nacidos (Estes, 1976; Millar, 1977; Oftedal,
1985; Rutberg, 1987; Bronson, 1989).
El anterior estudio prueba la hipotesis de que el efecto de factores
ambientales tiene importancia ya que establece diferencias en el periodo de
nacimientos entre las poblaciones. Dicha hipdtesis indica que los
nacimientos ocurren cuando la temperatura es adecuada (mayor a los 10
grados centigrados) (Geist, 1971; Alexander, 1974; Berger, 1978 y 1979;
Flowerdew, 1987) y hay suficiente alimento para satisfacer la demanda de
nutrientes durante el periodo de lactancia. Las diferencias entre las
estaciones de reproduccidon de las poblaciones en la misma altitud
proporciona un indicio de que la estacibn reproductiva no sélo es
determinada por el fotoperiodo. Asi mismo, las diferencias interanuales en
los periodos de nacimientos también indican que algunos otros factores
ambientales actian como reguladores en el principio del periodo de

reproduccion (Hass, 1997).
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También algunas hipdtesis han sido propuestas para explicar la

variacion intraespecifica en la conducta de ungulados basado en variables
ecologicas. Dos de estas hipotesis son: 1) la relacidon de la estrategia
reproductiva, y 2) la estructura social; las cuales son probadas con la
disponibilidad de forraje en una poblacion de Ovis canadensis mexicana al
sur de Nuevo México. Ambas hipdtesis relacionadas con el tiempo y la
duracién de la estacion de reproduccién por periodicidad y predictibilidad de
producciéon de alimento no fueron apoyadas por Geist en 1974, ya que el
80 % de los corderos observados nacieron independientemente de la
estacién de nacimientos indicados por las hipétesis, durante los periodos de
baja precipitacién y cuando no hay produccién de alimento. Concluyen que
la estrategia reproductiva se desarrolla independientemente de Ia
organizacién social y que esta Ultima complementa estrategias ecolégicas
de una poblacién (Deming, 1963; Hansen, 1967; Sadleir, 1969; Buechner,
1974, Lenarz, 1979).

Geist (1971) sugiere que en poblaciones naturales las hembras de
borrego pueden no ser sexualmente maduras a los 18 meses de edad.
Berger (1982) hipotetiza que la hembra del borrego del desierto Ovis
canadensis cremnobates madura a una edad temprana (a los 2 y 3 afos),
en funciéon de las mejores condiciones ambientales (Blood et al., 1970;
Jorgenson y Wishart, 1984). La estimaciéon de datos de nacimientos de
corderos es agrupado cercano al comienzo del periodo de crianza, apoyando

la hipétesis de que el periodo de crianza del borrego del norte es corto y
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ligado al fotoperiodo (Bunnell, 1980, 1982; Thompson y Turner, 1982).

Alternativamente, la crianza tardia es el resultado del retraso de estro
inducido socialmente (Mitchell y Lincol, 1973; Verme, 1985). Evidencias en
borrego doméstico y cabra feral sugieren que la presencia del macho puede
precipitar el principio de estro (Coblentz, 1980; Watson y Radford, 1960).

También se determiné el periodo de gestacidon en Ovis canadensis
canadensis el cual fue estimado por la observacién usando el nimero de
dias entre el pico del periodo de celo y el punto del subsiguiente periodo de
parir. Blunt et al (1977) y Turner y Hansen (1980) también realizarén
estudios con animales cautivos (Shackleton, 1984). En un estudio
comparativo con la “British Columbia Fish and Wildlife Branch” se determind
el periodo de gestacién en un grupo cautivo de borrego cimarrén Ovis
canadensis californiana entre 1978 y 1979 y otra vez entre 1979 y 1980
(Shackleton, 1984).

En otro estudio se realizd el diagnéstico de embarazo en 10 hembras
(corderas jévenes y adultas) de la subespecie Ovis canadensis nelsoni. El
diagnéstico de embarazo fue determinado en las hembras mayores de 2
afios y medio de edad, con ultrasonido. Siete de ocho hembras estuvieron
prefiadas. Los niveles de progesterona en la sangre fueron correlacionados
con la confirmacion del embarazo por medio del ultrasonido. La media de
progesterona en las hembras prefiadas fue de 8.52 ng/ml (en un rango de
5.19-11.64 ng/ml). Las hembras que no resultaron prefiadas de 2 afios y

medio de edad tuvieron los niveles de progesterona en suero de 1.28
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ng/ml. Las corderitas tuvieron niveles de progesterona de 0.73 y 5.88

ng/ml. La técnica del ultrasonido es 100% exacta para diagnosticar
embarazos en un tiempo mayor a los 30 dias de gestacién (Turner y
Hansen, 1980; Bunch et al., 1986).

Se determiné el periodo de apareamiento y época de nacimientos en
la hembra mouflon Ovis gmelini en Francia, relacionados con la edad en las
Ultimas 10 semanas del periodo de apareamiento; sin embargo muchas
hembras conciben durante las primeras 6-7 semanas de la estacién de
apareamiento. En borregos silvestres (Ovis), los corderos generalmente
nacen durante la estacién de crecimiento vegetativo (Geist, 1974). La edad
de las hembras ha sido propuesta como un factor que provoca y modula las
actividades reproductivas en el borrego silvestre (Berger, 1982; Festa-
Bianchet, 1988; Geist, 1971; Leslie y Douglas, 1979), y en otros ungulados
(Clutton-Brock et al., 1982; Ozaga y Verme, 1986; Hogg, 1984, 1987). En
el sur de Francia, la época de nacimientos ocurre entre los ultimos dias de
marzo y los primeros de junio (Auvray, 1983; Cugnasse et al., 1985)
después de 150 a 155 dias de gestacién. La época reproductiva ocurre a
finales de octubre hasta el comienzo de enero. También se concluye que la
extension de la receptividad sexual de las hembras es reflejada por el
patron de asociacién con machos (Bon et al., 1993).

Durante 1983 a 1994 se realizd un estudio por medio de helicoptero
del borrego peninsular (Ovis canadensis cremnobates) en las montafias de

Santa Rosa al sur de California, dicho estudio fue para determinar la
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poblacién anual y estimar la dinamica poblacional. Los datos de la

proporcién de sexos y la estructura de edad fue también examinada para
conservar la proporciéon de la estabilidad poblacional. Durante estos 12
afios, la media de la proporcion macho:hembra:cordero:joven es
44,9:100:25.2:17.4. El andlisis espacial demuestra que la declinacién
ocurre a io largo de las montafias de Santa Rosa, la proporcion de
decremento anual de la poblaciéon de borrego es 17.8 de 1984 a 1990,
entonces se estabiliza en una densidad de solo 0.15 borregos por Km.
cuadrado (De Forge et al., 1995).

La densidad poblacional y caracteristicas del habitat del borrego
cimarrén fueron evaluadas en 900 Km. cuadrados en Arroyo Grande y
Cafiada Jaquejel durante el verano y otofio de 1992. El muestreo de
transecto en linea fue usado para obtener la densidad de la poblacién de
0.203 borregos por Km cuadrado para el verano y 0.145 borregos por Km
cuadrado para el otofio. La proporcion de la poblacién observada para
macho:hembra:cordero es 71:100:11 para el verano y 50:100:5 en el
otofio. Los borregos fueron mas comunmente observados (>60%) en
terreno escarpado y cerca de ojos de agua >33% (Lbpez et al., 1995).

Como se puede apreciar la mayoria de los estudios que se han
realizado sobre la biologia del borrego, pertenecen a las diferentes
poblaciones que se encuentran en Estados Unidos y Canada, dichos trabajos
estan enfocados principalmente a relacionar sus diferentes estrategias y

conductas reproductivas con las variables ecoldgicas que se presentan en su
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ambiente, muy pocos trabajos estan enfocados a la realizaciéon de estudios

mucho mas amplios en los cuales se determine a partir de las excretas el
estado reproductivo utilizando diferentes técnicas de laboratorio o
inmunoensayos. En México y particularmente en Baja California no se tiene
ningun tipo de estudio relacionado con los diferentes procesos reproductivos
en las poblaciones de la subespecie que aqui se encuentra, sdlo se han
realizado censos aéreos por medio del cual han determinado la proporcién
de sexos de los organismos, mismos que no aportan mucha informacién
que sirva de base para determinar el estado reproductivo del borrego
cimarron, mucho menos para llegar a establecer un plan de manejo integral
de la poblacién. Tomando en cuenta estos antecedentes se llegd al
planteamiento del presente trabajo, mismo que se realizé por medio de
técnicas indirectas, en este caso el uso de las excretas, utilizando el
inmunoensayo, el cual recientemente se ha venido utilizando en diferentes
organismos para llegar a establecer la dinamica reproductiva de varias
poblaciones. Por medio del inmunoensayo, ademas de obtener la proporcion
de sexos se pueden determinar los niveles de las diferentes hormonas
esteroidales que participan en la fisiologia reproductiva tanto de los
organismos domésticos asi como silvestres, por otra parte también se
puede llegar a determinar la presencia de embarazo en las hembras. En
comparacion con los censos, con el inmunoensayo por medio de excretas se

puede estudiar una poblacién a la largo de todo un afio, por el contrario por
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medio de los censos, éstos s6lo se realizan una sola vez y muchas veces no

se hacen de una manera secuencial en los siguientes afos.

Por lo tanto, por medio del uso de excretas se pretende tener un
conocimiento mas amplio de lo que esta sucediendo en el aspecto
reproductivo, en una de las poblaciones de borrego cimarrén en Baja

California.



OBJETIVOS
OBJETIVO GENERAL

Estandarizar una metodologia para detérminar las hormonas
esteroidales progesterona, estradiol y testosterona (P, E, T) en la poblacion
de borrego cimarrén (Ovis canadensis cremnobates) en la sierra San Pedro

Martir, Baja California.

OBJETIVOS PARTICULARES

= Realizar un andlisis hormonal en excretas de borrego cimarron.

= Detectar los niveles de hormonas esteroidales.

= Determinar el nimero de excretas pertenecientes a hembras y machos.
= Detectar la presencia de embarazo y épocas de nacimientos.

= Determinar la temporada reproductiva.

= Comparar las metodologias empleadas para determinar la proporciéon de

sexos en el estudio del borrego cimarrdn.

16



AREA DE ESTUDIO

Una de las razones por lo cual la sierra San Pedro Martir es
importante desde el punto de vista biolégico, se debe a su origen y
evolucidn ‘geoldgica. Morfoldgicamente es la mayor elevacion de la
peninsula de Baja California con altiplanicies que se ubican por arriba de
los 2000 m.s.n.m en la parte norte y de 1900 m en el lado sur; el pico mas
alto es el Picacho del Diablo con 3095 m.s.n.m. (Argote, 1991; Escoto,
1994). Se encuentra orientada de noroeste a sureste, localizada entre los
paralelos 30° 30’ y 31° 10’ de latitud norte y los meridianos 115° 44’y 115°
13’ de latitud oeste, ubicada a 100 Km. al suroeste de Ensenada, Baja
California. La sierra esta constituida por tres unidades de terreno (Gastil et
al., 1975). El lado oriental es un acantilado fuertemente accidentado, con
un relieve vertical de 1000 a 2,500 m sobre el Desierto Sonorense. La
cresta de la sierra San Pedro Martir es una extensa altiplanicie de bajios con
praderas y ciénegas. El lado occidental es un escarpe de pendiente menos
pronunciada, con relieves locales de 300 a 500 mts (Minnich y Franco-
Vizcaino, 1999). Los principales arroyos que bajan de San Pedro Martir con
direccién al Océano Pacifico, son de norte a sur: San Rafael, San Telmo, y
Santo Domingo (Ruiz-Campos, 1991). En el extremo norte algunos arroyos
escurren hacia el Valle de la Trinidad. Hacia el lado este, la sierra es
drenada por numerosos arroyos que bajan desde la cresta formando
cafiones profundos por todo el escarpe. Algunos arroyos tienen flujo

perenne al pie de la sierra, sin embargo casi nunca llegan al mar por que se
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infiltran y evaporan en el Valle de San Pedro Martir y Valle Chico (Reyes y

Garcia, 1991; Montoya, 1998).

La sierra San Pedro Martir se encuentra enclavada en el limite
oriental de la region mediterranea de Baja California. Debido a ello se ubica
dentro de una zona de transicién entre un clima mediterraneo, al Oeste, con
lluvias de invierno y un clima tropical, al Este, con lluvias de verano. Esta
zona es la mas humeda vy fria de Baja California (Sosa, 1991). El promedio
de precipitacién sobre San Pedro Martir es de 100 a 150 mm. Una
moderada precipitacién de verano también se presenta hacia los desiertos
al Este de la sierra. Hacia el oeste de las montafias a lo largo de toda la
costa desde San Quintin hasta la frontera con Estados Unidos, la
precipitacién de verano disminuye rapidamente hasta menos de 10 mm. En
invierno, las partes altas de la sierra llegan a tener temperaturas muy
bajas, siendo la temperatura media anual de 7.3°C, siendo marzo el mes
mas frio, cuya temperatura media es de -1.5°C. Es por ello, que gran parte
de la precipitacién de invierno es en forma de nieve. En el verano, las
temperaturas medias varian de 25°C en las partes bajas del oeste, hasta
15°C en el Observatorio Astrondémico, llegando a 30°C en el este. La
precipitacion media anual de San Pedro Martir es de 554 mm (Montoya,
1998).

Las caracteristicas climaticas y geogréficas, y las variantes ecolégicas
que de ellas dependen, han permitido la existencia de varios tipos de

bosques en San Pedro Martir, tanto xerdéfilos como mesdfilos. Gran parte del
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norte de la sierra estd cubiertd por bosque mixto de coniferas, dominado

por Pinus jeffreyi y acompafiado por Pinus lambertiana y Abies concolor;
estas dos Ultimas especies son dominantes en las laderas de exposicién sur
con pendientes fuertes. Cupressus montana, especie endémica de esta
regién, frecuentemente se encuentra con Abies concolor y Pinus
lambertiana en la parte alta del escarpe oriental. Algunos arbustos
importantes de los bosques mixtos de coniferas son, Arctostaphylos patula,
A. pringlei, A. pungens, Ceanothus cordulatus, Artemisia tridentata, Salvia
pachyphylla y Symphoricarpos parishii (Sosa, 1991; Montoya, 1998). El
escarpe semidrido del lado este, entre los 1500 y 2700 m.s.n.m; esta
cubierto por un bosque bajo mas extenso de Pinus quadrifolia. Debajo de
los 1500 m, Pinus quadrifolia es reemplazado por otro pifién, Pinus
monophylla. Los arbustos mas comunes que se presentan en el bosque de
pino pifionero incluyen a Arctostaphylos peninsularis, Garrya grisea,
Quercus chrysolepis, Q. cornelius-mulleri, Q. peninsularis, Rhus ovata, R.
trilobata, Cercocarpus betuloides, Fremontodendron californicum, y algunas
suculentas como la Yucca schidigera, Nolina parryi y Agave deserti. El
escarpe este debajo de los 1200 m, esta cubierto por especies arbustivas
micréfilas. Dominan especies como Larrea tridentata, Ambrosia dumosa,
Encelia farinosa, Olneya tesota, Cercidium floridum y Dalea spinosa.
También hay especies suculentas como Fouquieria splendens, Agave
deserti, A. moranii y diversas especies de Opuntia spp. En el lado este de la

parte sur de la sierra, hay numerosas poblaciones de Brahea armata
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(Montoya, 1998). Como producto de la heterogeneidad ambiental presente

en San Pedro Martir se ha desarrollado una gran diversidad faunistica,
teniendo entre los principales mamiferos a: Urocyon cinereoargenteus
(zorra gris), Vulpex velox, Canis latrans (coyote), Puma concolor (puma),
Lynx rufus (lince), Taxidea taxus (tejon), Spilogale putorius (zorrillo),
Procyon lotor (mapache), Bassariscus astutus (cacomixtle), Odocoileus
hemionus (venado bura) y Ovis canadensis cremnobates (borrego del
desierto) (Hall, 1981). De la ictiofauna esta la trucha arcoiris
(Oncorhynchus mykiss) (Ruiz-Campos, 1991). Para aves se reporta la
presencia de el gavilan cola roja (Buteo jamaicensis), halcincillo (Falco
sparverius), codornices (Callipepla californica y Oreortyx pictus), la paloma
de collar (Columba fasciata), huilota (Zenaida macrura), carpinteros
(Melanerpes formicivorus y Picoides nuttallii), cuervo (Corvus corax), tordo
amarillo  (Euphagus cyanocephalus), gorrion comun (Carpodacus
mexicanus) entre otras, siendo la familia paceriforme la de mayor
abundancia (Rodriguez, 1991; Gerardo, 1993). De entre los reptiles
encontramos de la familia iguanidae a: Callisaurus draconoides,
Crotaphytus insularis, Dipsosaurus dorsalis, Gambelia wizlenii, Petrosaurus
mearnsi, Phrynosoma coronatum, Sauromalus obesus, Sceloporus
graciosus, S. magister, S. occidentalis y S. orcutti, y teiidos del género

cnemidophorus, como C. tigris entre los mas comunes (Welsh, 1988).
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METODOLOGIA
TRABAJO DE CAMPO

El presente trabajo se realizdé durante el periodo comprendido entre
diciembre de 1997 y mayo de 1999, en el cual se recorrid parte de la sierra
San Pedro Martir desde el pie de ladera del lado este (500 m.s.n.m.), hasta

las partes mas altas, llegando a los 2800 metros de altura.

IDENTIFICACION DE LAS LOCALIDADES DE ESTUDIO

Las | localidades de estudio se identificaron mediante mapas
topogréficos y por comunicacion personal, para esto, se consideraron los
cafiones en los cuales ya se tenian registros e informacién de la presencia
de borregos; asi como también por las caracteristicas fisicas de cada lugar
como son: altitud, disponibilidad de agua, escarpado del terreno,
disponibilidad de alimento, entre otros. Durante todo el trabajo de campo
se recorrieron 10 localidades (Observatorio, Cafién La Providencia, Cafidn
La Esperanza, Cafién Del Diablo, entre el Cafion Del Diablo y el Diablito,
Cafion Agua Caliente, Cerro Botella Azul, Cafién La Encantada -Este, Cerro
El Picacho, y Cafién los Colibries), siendo algunas de estas localidades
muestreadés de 1 a 6 veces durante 1997 a 1999. El area de estudio se
recorrid desde los cafiones antes mencionados hasta las partes mas altas

como el Observatorio.
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EVIDENCIAS DE BORREGO

Se recorrieron diferentes sitios en varias localidades de la sierra,
dichos sitios fueron: senderos, echaderos, aguajes, partes altas y partes
bajas del rea de estudio; asi como también se localizaron huellas, y las
mismas excretas del borrego que la mayoria de las veces se encontraban
frescas. Casi en todos los lugares que se recorrieron se encontraron muchas
evidencias de borrego (excepto en el Cafidon Agua Caliente), entre ellas,
huellas, excretas, senderos, echaderos, etc. tanto en parte altas como a la
orilla de los arroyos, asi como también hubo avistamiento de los
organismos en cuatro ocasiones. Para las evidencias tales como las huellas
y las excretas se corrobor6 su originalidad mediante guias de campo y con
trabajos anteriores en el drea. También se obtuvo informacion verbal de
algunas personas aledafias al area de estudio, las cuales aseguran haber
visto corderos a mitad del verano y encontrado excretas chicas (desde .5

cm de largo hasta .4 cm de ancho) de dichos organismos.
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Figura. 4. Excretas de borrego cimarrén en la localidad del Observatorio en la
sierra San Pedro Martir.

Figura. 5. Excretas de borrego cimarrén en la localidad del Observatorio en la
sierra San Pedro Martir.
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Figura. 6. Avistamiento de borrego cimarrén en la localidad del Observatorio en la
sierra San Pedro Martir (foto tomada por Ricardo Eaton).

Figura. 7. Excretas de borrego cimarrén en el cafién La Providencia en la sierra San
Pedro Martir.
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RECOLECTA DE LAS MUESTRAS

Las muestras se recolectaron en diferentes sitios como los ya
anteriormente mencionados. Para cada muestra se registro su geoposicion y
altitud, su tamafio (grandes, medianas o chicas), si eran recientes o viejas,
las caracteristicas fisicas del lugar, diferentes parametros como:
temperatura, cobertura vegetal, disponibilidad de agua, etc; se anotaron
datos tales como fecha y hora del dia, asi como también las evidencias de
huellas y las mismas excretas sobre los echaderos y senderos, si fueron
encontradas sobre arena, pastos o sobre rocas grandes. También se
registrd la presencia del organismo en 4 ocasiones.

Cada muestra fue tomada como un grupo individual de acuerdo a las
caracteristicas propias de cada una (color, consistencia, tamafio, si estaban
agrupadas o solas, si eran muchas o unas cuantas, la distancia que habia
entre un grupo y otro, etc.). Cada grupo se colocé en una bolsa de plastico
con sus respectivos datos. Posteriormente se mantuvieron congeladas hasta
su analisis.

Dado que algunas de las localidades se recorrieron varias veces el
numero de heces recolectado fue bastante alto (1922 grupos) (cuadro 1),
tomando en cuenta que siempre se tratd de levantar solo los grupos mas
frescos o nuevos de muestras, ya que para los grupos viejos sélo se tomaba

su posicién y las caracteristicas de donde se encontraban.



Figura. 8. Localidad Cafién la Providencia en la sierra San Pedro Martir.
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Cuadro 1. Localidades muestreadas y nimero de grupos de excretas de borrego
cimarrén encontrados en la sierra San Pedro Martir.

Fecha Localidad Vegetacién # de grupos | Observaciones
29 y 30 de Observatorio Bosque de 126 Nevado (de 10 a 15
noviembre de 1997 Pino cm)
13y 14 de Providencia Matorral 112 Frio (de 3 a 7°C)
diciembre de 1997 Xerofilo
16,18 y 19 Esperanza Matorral 32 Frio ( de 3 a 7°C)
de enero de 1998 C. Diablo Xerdfilo
C. Diablito
13y 14 de C. Diablo Matorral 38 Lluvia y viento
febrero de 1998 Xeréfilo frio.
26y 27 de Agua Caliente Matorral No encontramos
febrero de 1998 Xeréfilo muestras.
28 de febreroy 1 Encantada-E Matorral 48 Viento y calor
marzo de 1998 Xerdfilo
21 y 22 de marzo de C. El Picacho Ecotono 60 Cerros con hielo.
1998
7, 8 y 9 de junio de Observatorio y Bosque de 214 Lluvioso y primer
1998 Botella Azul Pino avistamiento de
borrego.
6, 7 y 8 de julio de Observatorio Bosque de pino | 341 Lluvia.
1998
22, 23 y 24 de agosto | Observatorio y Bosque de 339 Segundo avista-
de 1998 Botella Azul Pino miento de borrego.
25, 26 y 27 de Observatorio Bosque de 363 Frio.
septiembre de 1998 Pino
24, 25 y 26 de octubre | Encantada Matorral 94 Calor (28°C)
de 1998 Colibries y Xerdfilo
C. Diablo
22 y 23 de mayo de Observatorio Bosque de 155 Tercer avistamiento de
1999 Pino borrego.
TOTAL 1922
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ANALISIS DE LABORATORIO

ESTANDARIZACION DEL METODO

1)

2)

3)

4)

5)

Primeramente se realizaron pruebas con estandares de las hormonas
(estradiol, progesterona y testosterona) y los anticuerpos de estas tres
hormonas a diferentes diluciones : 1/2, 1/4, 1/8, 1/16, 1/32, 1/64,

1/128, 1/256 (cuadro 3), para probar la sensibilidad del método.

Se obtuvieron muestras fecales de chivos (Capra hircus) y borregos
domésticos (Ovis aries) de diferentes edades para obtener los niveles
de estradiol y testosterona, para la prueba de progesterona las
muestras fueron de hembras prefiadas, de jévenes y de corderitas.

Se prepararon los diferentes solventes y soluciones en varias
cantidades y proporciones (anexo 1) para probar la eficiencia de la
extraccién en el andlisis de las muestras recolectadas de organismos
domésticos y aquellas recolectadas en el campo (muestras problema)
(técnicas descritas mas abajo).

También se probaron diferentes tiempos en las incubaciones para
obtener el mas 6ptimo para usarse en las muestras problema.

Se realizaron controles positivos y negativos con los estdndares de las
hormonas estradiol, progesterona y testosterona (E, P, T) para
compararlos con las lecturas de las muestras problema. Los controles
positivos consistieron en colocar los estandares con el primer
anticuerpo y los negativos sin el primer anticuerpo (cuadros 4). Los

demas controles consistieron en colocar desde los anticuerpos hasta el



6)

7

8)

9)

10)

11)
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sustrato para el positivo, y el control negativo solo contenia los

anticuerpos, pero no el sustrato (cuadros 5y 6).

Se hizo el primer ensayo con una muestra conocida de hembra de
borrego cimarrdén Ovis canadensis cremnobates (cuadro 7).

Se obtuvieron los valores de estradiol y testosterona en hembras y
machos de los organismos domésticos (cuadros 8 y 9).

Se compararon los valores de estradiol y testosterona de una hembra
de borrego cimarrén Ovis canadensis cremnobates y un macho hibrido
(de una cruza entre borrega doméstica Ovis aries y un borrego
cimarrén Ovis canadensis cremnobates) (cuadros 10y 11).

Se probaron los ensayos con diferentes cantidades de muestras (5 grs,
3 grs y 1 gr), para ver como afectaba en los niveles de hormonas
detectados, asi como también se compard entre organismos domésticos
adultos, jévenes y corderos (cuadros 12, 13 y 14).

Se obtuvieron los valores de estradiol y progesterona en las hembras
de chivo prefiadas, asi como en hembras jévenes y corderitas (cuadros
15, 16 y 17).

Los ensayos se repitieron varias veces en algunos organismos para
descartar posibles errores con las muestras problema, en cada muestra

se hicieron cinco repeticiones con cada hormona.

Una vez obtenida la estandarizacion del método se realizd el analisis

completo para las muestras obtenidas en el campo (cuadro 2), las cuales se
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volvieron a reclasificar y seleccionar de acuerdo a su frescura, analizando

en total 605 grupos de muestras.

TECNICA DE EXTRACCION DE LAS MUESTRAS ANALIZADAS

1) Se pesaron 10 gr. de heces o menos en algunos casos.

2) Se les agregd 15 ml de agua destilada.

3) Se machacaron perfectamente.

4) Se les agregd 15 ml de éter etilico.

5) Se centrifugaron por 45 minutos (1000 r.p.m.).

6) Se virtid cuidadosamente (con ayuda de una pipeta pasteur) la fase
organica a otro recipiente.

7) Se evaporé la fase organica por medio de una bomba de aire y
colocando la muestra en agua caliente (entre 40 y 45° C).

8) Se resuspendié la muestra en 500 microlitros de cloroformo metanol

(2:1).
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ANALISIS DE LAS MUESTRAS (ENSAYO DE ELISA)

1) Se incubaron 50 microlitros de muestra (Ag) con 50 microlitros de PBS-
Tween en cada pozo de la placa de ELISA por fila (quedando 5 pozos para
cada anticuerpo por muestra) durante toda la noche a temperatura
ambiente, para que absorbiera pasivamente la proteina al plastico.

2) Al dia siguiente se descarté el liquido.

3) Se lavaron 3 veces con PBS-Tween (200 microlitros por pozo).

4) Se agregd el primer anticuerpo (testosterona , estradiol o progesterona
ala diluciéh de 1/128) con un volumen total de 50 microlitros por pozo.

5) Se incubaron a 37° C por una hora.

6) Posteriormente se descartd el liquido y se lavo 3 veces con PBS-Tween
(200 microlitros por pozo).

7) Se agregé 50 microlitros del segundo anticuerpo IgG anti-conejo
conjugado con fosfatasa alcalina diluida 1000 veces en PBS-Tween.

8) Se incubaron a 37° C por una hora.

9) Se lavaron 2 veces con PBS-Tween (200 microlitros por pozo).

10) Se volvieron a lavar 2 veces con agua destilada (200 microlitros por
pozo).

11) Se les agregaron 50 microlitros de solucion de sustrato (p-
nitrofenilfosfatasa) y se incubaron a 37° C de 15 a 20 minutos (teniendo
cuidado de revisar cada 5 minutos la aparicién oportuna de la reaccién por
que puede ser que se de antes).

12) Se les agrego 50 microlitros de NaOH 3M para detener la reaccion.
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12) Se cuantificé la absorbancia de cada muestra a 410 nandmetros (nm),

con dos diferentes aparatos (lector para placas de ELISA vy
espectrofotdmetro), separandose las lecturas en dos grupos, en los

cuales los meses variaron.

NOTA: para poder cuantificar las muestras, en el espectrofotémetro, éstas
se tuvieron que diluir agregandoles 950 microlitros de PBS-TWEEN a los 50
microlitros que se tenia de muestra (diluciéon 1:20) y posteriormente se
multiplicoé el valor obtenido en la cuantificacién por el nimero de diluciones
hechas (por 20).

El blanco se realizé con 950 microlitros de PBS-TWEEN mas 50 microlitros
de solucién amortiguadora de dietalonamina y se ajusto la cuantificacion a

cero con 410 nm.
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Cuadro 2. Nimero de grupos analizados por mes de recolecta y localidad de las
muestras de borrego cimarrén.

Ao Mes Dia Localidad Grupos
1997 Noviembre 29 Observatorio 23
1997 Diciembre 13 Providencia 26
1998 Enero 16 Esperanza 8

1998 Enero 18 C. Diablo 9

1998 Enero 19 C. Diablito 5

1998 Febrero 14 C. Diablo 25
1998 Marzo 1 Encantada-E 30
1998 Marzo 21 C. El Picacho 10
1998 Junio 8 Botella Azul 26
1998 Junio 9 Observatorio 52
1998 Julio 7 Observatorio 64
1998 Agosto 22 Botella Azul 51
1998 Agosto 24 Observatorio 63
1998 Septiembre 27 Observatorio 63
1998 Octubre 24 Encantada-E 10
1998 Octubre 25 Colibries 21
1998 Octubre 26 C. Diablo 54
1999 Mayo 22 Observatorio 65

TOTAL 9 TOTAL 605
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METODO ESTADISTICO

Para llevar a cabo una comparacién de los resultados se utilizé el
andlisis de varianza de una via y posteriormente un analisis de rangos
multiples utilizando la prueba de Tukey con un intervalo de confianza de 95
%, en el paquete estadistico de statgraphics. Primeramente se formaron
varias matrices para realizar el andlisis considerando tres variables: fecha
(meses de recolecta), altitud y la relacién del tamafio de excreta para cada
muestra, mediante un analisis de varianza multiple considerando
interacciones de segundo orden. La altitud se agrupo en dos clases (de los
500 a los 1500 mts y de los 1500 a los 2800 mts), la fecha y el tamafio de
excreta se tomaron por cada mes de recolecta. Se obtuvo el promedio, la F
calculada, el nivel de significancia (p<0.05) de cada variable. Con esta
informacién, se determiné las diferencias entre las variables respecto a los
niveles de hormonas en las altitudes y diferentes meses muestreados en

cada localidad.



RESULTADOS
ESTANDARIZACION DEL METODO

Una‘vez realizados los ensayos con los organismos domésticos de
sexo, edad y embarazo conocidos se obtuvieron resultados positivos en
todos los casos y se opt6 por utilizar las diluciones de los tres anticuerpos,
progesterona, estradiol y testosterona a 1/128, ya que como se puede
apreciar en el cuadro 3 (con el estandar de las tres hormonas), en esta
diluciéon se observa una buena absorbancia en relacién con la dilucién mas
concentrada del antigeno y el anticuerpo. La extractién de las excretas se
efectué con 10 gramos de muestra (en algunas ocasiones se utilizo menos
de 10 grs) para cada analisis, usando 15 ml de agua destilada (para
machacarlas) y 15 ml de éter etilico (para separar la fase orgdnica de la
fase acuosé) ; se centrifugo por 45 minutos, y una vez evaporadas éstas se
resuspendieron en 500 microlitros de cloroformo metanol (2:1). Asi mismo
se obtuvieron los controles positivos y negativos con las hormonas puras (E,
P, T), dando una lectura mas alta en los controles positivos, lo cual nos
indica que el ensayo funciond. La absorbancia de los controles negativos
puede ser debido a un plegamiento no especifico del segundo anticuerpo al
plastico, lo que se podria tratar de eliminar en futuras pruebas incluyendo
un blogueador, como por ejemplo: albimina de suero de bovino (cuadros 4,
5y 6). En total se analizaron muestras de 6 ranchos, las cuales fueron de
diferentes tamafios (adultos, jévenes y corderos) tanto en hembras como

en machos, con la finalidad de probar la validez del método. Los resultados
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revelan que los organismos jévenes en algunas ocasiones presentan valores

mas bajos de hormonas que los adultos, pero no asi los corderitos los
cuales tuvieron valores mas altos que jévenes y adultos (cuadros 13 y 14).
También se obtuvieron los valores de estradiol y testosterona en hembras y
machos adultos, de chivos (Capra hircus) y borregos domésticos (Ovis
aries), asi como en hembras de borrego cimarrén (Ovis canadensis
cremnobates) y un macho hibrido (de una cruza entre borrega domestica
Ovis aries y borrego cimarrén Ovis canadensis cremnobates) (cuadros 7, 8,
9 y 10), habiendo una clara diferencia entre cada uno (a) de ellos, de igual
manera se obtuvieron los valores de estradiol y progesterona en hembras
adultas prefiadas y no prefiadas, hembras jovenes vy corderitas,
presentdndose mds progesterona en las muestras de hembras con
embarazo conocido, encontrando una clara diferencia entre cada una de
ellas (cuadros 15, 16 y 17). Por tanto la distincién entre sexos (macho y

hembra) en base a las pruebas de ELISA fue confiable.
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Cuadro 3. Lecturas patron de los estandares de las hormonas (lecturas realizadas con

el lector de ELISA).

Dilucién del Ag y Ab. Estradiol Progesterona Testosterona

1/2 1.919 2.028 1.927
.1/4 1.560 2.018 1.824

1/8 1.151 1.998 1.156
1/16 1.089 1.850 1.069
1/32 1.085 1.735 1.062
1/64 1.083 1.542 1.055
1/128 1.074 1.421 1.053
1/256 1.064 1.202 1.049

Ag = antigeno.

Ab = anticuerpo

Cuadro 4. Lecturas de los controles positivos y negativos de los estandares de las
hormonas con cinco repeticiones (cuantificacion realizada con el lector de ELISA).

Dilucidén del anti- Con 1er Sin ler Dilucién del anti- Con ler Sin 1er Ab
estradiol Ab Ab testosterona Ab
1/32 1,525 1.168 1/64 1.487 1.153
1/32 1.462 1.417 1/64 1.475 1.165
1/32 1.510 1.156 1/64 1.487 1.149
1/32 1.468 1.146 1/64 1.529 1.177
1/32 1.493 1,172 1/64 1,519 1.160

Cuadro 5. Lecturas de los controles positivos y negativos de los estandares de las
hormonas con cinco repeticiones (cuantificacion realizada con el lector de ELISA).

Dilucién del Ag y Ac.

Estradiol

Progesterona

Testosterona

1/128

($)1.110 (-) 0.974

(+) 1.428 (-) 0.824

(+) 1.110 (-) 0.914

1/128

(+) 1.092 (-) 0.962

(+) 1.500 (-) 0.910

(+) 1.100 (-) 0.891

1/128

(+) 1.090 (-) 0.981

(+) 1.410 (-) 0.942

(+) 1.097 (-) 0.887

1/128

(+) 1.098 (-) 0.980

(+) 1.438 (-) 0.889

(+) 1.094 (-) 0.909

1/128

(+) 1.100 (-) 0.953

(+) 1.411 (-) 0.873

(+) 1.060 (-) 0.794
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Cuadro 6. Lecturas de los controles positivos y negativos de los estdndares de las
hormonas con cinco repeticiones (cuantificacién realizada con espectrofotémetro).

Dilucién del Ag y Ac

Estradiol

Progesterona

Testosterona

1/128

(+) 0.216 (-) 0.010

(+) 0.318 (-) 0.017

(+) 0.242 (-) 0.011

1/128

(+) 0.210 (-) 0.014

(+) 0.298 (-) 0.010

(+) 0.251 () 0.017

1/128

(+) 0.216 (-) 0.016

(+) 0.296 (-) 0.019

(+) 0.223 (-) 0.009

1/128

(+) 0.214 (-) 0.011

(+) 0.316 (-) 0.010

(+) 0.218 (-) 0.014

1/128

(+) 0.222 (-) 0.018

(+) 0.326 (-) 0.018

(+) 0.213 (-) 0.015

Cuadro 7. Lecturas de estradiol y testosterona en una muestra (con 15 grs de
heces) conocida de hembra de borrego cimarrén (Ovis canadensis cremnobates)
con cinco repeticiones (cuantificacion realizada con el lector de ELISA).

Dilucion del anti- Hembra 1 Dilucién del anti- Hembra 1
estradiol testosterona
1/32 1.429 1/64 1.210
1/32 1,350 1/64 1.198
1/32 1.407 1/64 1.228
1/32 1.412 1/64 1.242
1/32 1.448 1/64 1.187

Cuadro 8. Lecturas de estradiol y testosterona en hembra y macho de borregos
domésticos (Ovis aries) con cinco repeticiones en 11 grs de muestra (cuantificacién
realizada con el lector de ELISA).

Dilucién anti- Hembra 1 Macho 1 Dilucién anti- Hembra 1 Macho 1
estradiol testosterona
1/256 1.824 1.472 1/64 1.300 1.618
1/256 1.742 1.304 1/64 1.274 1.709
1/256 1.643 1.342 1/64 1.290 1.583
1/256 1.721 1.458 1/64 1.388 1.725
1/256 1.732 1.333 1/64 1.284 1.620
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Cuadro 9. Lecturas de estradiol y testosterona en hembra y macho de borregos
domésticos (Ovis aries) con cinco repeticiones en 10 grs de muestra (cuantificacion

realizada con el lector de ELISA).

Dilucién anti- Hembra 2 Macho 2 Dilucién anti- Hembra 2 Macho 2
estradiol testosterona
1/256 1.420 1.246 1/64 1.284 1.851
1/256 1.553 1.333 1/64 1.300 1.618
1/256 1.455 1.304 1/64 1.274 1.583
1/256 1.419 1.342 1/64 1.290 1.709
1/256 1.420 1.372 1/64 1.290 1.824

Cuadro 10. Lecturas de estradiol y testosterona

en una hembra de borrego

cimarrén (Ovis canadensis cremnobates) y un macho hibrido con cinco repeticiones
en 10 grs de muestra (cuantificacion realizada con el lector de ELISA).

Dilucién anti- Hembra 1 Macho 1 Dilucion anti- Hembra 1 Macho 1
estradiol testosterona
1/32 1.988 1.124 1/32 1.104 1.940
1/32 1,952 1.126 1/32 1.100 1.892
1/32 1,997 1.119 1/32 1.112 1,946
1/32 1.995 1.117 1/32 1.109 1,951
1/32 1,986 1.120 1/32 1.106 1,958

Cuadro 11. Lecturas de estradiol y testosterona obtenidos en una hembra de
borrego cimarrén (Ovis canadensis cremnobates) y un macho hibrido con cinco
repeticiones en 11 grs de muestra (cuantificacion realizada con el lector de ELISA),

Dilucién anti- Hembra 2 Macho 1 Dilucién anti- Hembra 2 Macho 1
estradiol testosterona
1/256 1.998 1.100 1/64 1.516 1.589
1/256 1.952 1.09 1/64 1.342 1.597
1/256 2.008 1,142 1/64 1.478 1.584
1/256 2.018 1.151 1/64 1.490 1.673
1/256 2.028 1.148 1/64 1.419 1.784




Cuadro 12. Lecturas obtenidas
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en hembras (con estradiol) y machos (con
testosterona) de chivos domésticos (Capra hircus) con diferentes cantidades de
muestras con cinco repeticiones cada una (cuantificacion realizada con el lector de

ELISA).
Hembra | Hembra | Hembra Macho Macho | Macho
Dilucion anti- 5grs 3ars igr Dilucion anti- 5grs 3 grs igr
estradiol testosterona

1/256 1.506 1.472 1.412 1/64 1.594 1.509 1,541
1/256 1.441 1.475 1.318 1/64 1.503 1.657 1.516
1/256 1.438 1.416 1.335 1/64 1.418 1.483 1.441
1/256 1.404 1.432 1.411 1/64 1.614 1.503 1.449
1/256 1.441 1.272 1.290 1/64 1.657 1.652 1.519

Cuadro 13. Lecturas obtenidas en machos de chivos domésticos (Capra hircus) con
anti-testosterona con cinco repeticiones (cuantificacion realizada con el lector de Elisa).

Dilucién del M. adulto 10 grs M. joven 10 grs M. cordero 8 grs
anticuerpo

1/64 1.590 1.306 1.831

1/64 1.532 1.286 1.831

1/64 1.618 1,298 1.831

1/64 1.553 1.324 1.961

1/64 1.543 1.324 1.961

Cuadro 14. Lecturas obtenidas en hembras de chivas domésticas (Capra hircus) con
anti-estradiol con cinco repeticiones en 11 grs de muestra (cuantificacion realizada
con el lector de ELISA).

Dilucién del anticuerpo Hembra adulta Hembra joven
1/256 1.648 1.270
1/256 1.662 1.263
1/256 1.690 1.320
1/256 1.546 1.349
1/256 1.531 1.428
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Cuadro 15. Lecturas de estradiol y progesterona obtenidos en hembras de chivas
(Capra hircus) adultas preiiadas y no preiiadas con cinco repeticiones en 10 grs de
muestra cada una (cuantificacion realizada con espectrofotémetro).

Dilucién anti- Hembra 1 Hembra 2 no Dilucién anti- Hembrali | Hembra 2 no
estradiol preilada prefiada progesterona prefiada prefiada
1/128 0.112 0.178 1/128 0.333 0.152
1/128 0.137 0.168 1/128 0.343 0.140
1/128 0.140 0.162 1/128 0.348 0.142
1/128 0.122 0.148 1/128 0.337 0.129
1/128 0.142 0.160 1/128 0.346 0.131

Cuadro 16. Lecturas de estradiol y progesterona obtenidos en hembras de chivas
(Capra hircus) adultas prefiadas y no preifiadas con cinco repeticiones en 10 grs de
muestra cada una (cuantificacion realizada con espectrofotémetro).

Dilucién anti- Hembra 1 | Hembra 2 no Dilucién anti- Hembral | Hembra 2 no
estradiol preiiada preiada progesterona prefiada prefada
1/128 0.140 0.170 1/128 0.297 0.178
1/128 0,138 0.155 1/128 0.340 0.175
1/128 0.126 0.163 1/128 0.329 0.158
1/128 0.141 0.174 1/128 0.362 0.150
1/128 0.120 0.160 1/128 0.358 0.142

Cuadro 17. Lecturas de estradiol y progesterona obtenidos en hembras de chivas
(Capra hircus) joven y corderita con cinco repeticiones (cuantificacién realizada con

espectrofotometro).

Dilucién anti- Hembra joven Hembra Dilucién anti- Hembra Hembra
estradiol 10 g. cordera 6 g. progesterona joven cordera

1/128 0.154 0.210 1/128 0.150 0.148

1/128 0.189 0.216 1/128 0.142 0.121

1/128 0.163 0.234 1/128 0.138 0.118

1/128 0.168 0.230 1/128 0.169 0.128

1/128 0.180 0.221 1/128 0.151 0.134
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Cuadro 18. Proporcion de machos y hembras encontrados en los grupos de
excretas analizadas de borrego cimarron.

Fecha Localidad Altura M. Analizadas Macho Hembra
29 noviembre 1997 Observatorio ™ 23 20 3
13 diciembre 1997 Providencia v 26 18 8
16 enero 1998 Esperanza ¥ 6 2
18 enero 1998 C. Diablo v 4 5
19 enero 1998 C. Diablito v 5
14 febrero 1998 C. Diablo W 25 1 24
1 marzo 1998 Encantada-E v 30 10 20
21 marzo de 1998 C. El Picacho () 10 9 1
8 junio 1998 Botella Azul [ 26 16 10
9 junio 1998 Observatorio T 52 19 33
7 julio 1998 Observatorio $ 64 17 47
22 agosto 1998 Botella Azul ’I" 51 21 30
24 agosto 1998 Observatorio [ 64 45 18
27 septiembre 1998 Observatorio T 64 48 i5
24 octubre 1998 Encantada-E ¥ 10 8
25 octubre 1998 Colibries v 21 3 18
26 octubre 1998 C. Diablo ¥ 54 39 i5
22 mayo 1999 Observatorio ] 65 28 37
Total 605 311 294

A= Por arriba de los 1500 metros.

V= Por abajo de los 1500 metros.
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Cuadro 19. Relacién del tamaiio de excreta de borrego cimarrén en cada muestra

analizada.

Fecha Machos Hembras

29 Noviembre 1997 16Gy4M 1Gy2M

13 Diciembre 1997 17Gy 1M 4G, 1My 3Ch
16 Enero 1998 6G 1Gy1Ch

18 Enero 1998 3Gy1Ch 3G, 1My1cCh
19 Enero 1998 1My4cCh

14 Febrero 1998 1G 22Gy2M

1 Marzo 1998 10G 19Gy1M

21 Marzo 1998 2G,5My2Ch 1M

8 Junio 1998 7G,1My8CcCh 5G,3My2cCh
9 Junio 1998 11G,3My5Ch 25G,4My4Ch
7 Julio 1998 15G,1My1Ch 38G,6 My 3Ch

22 Agosto 1998

9G,9My3Ch

13G,9My8Ch

24 Agosto 1998

31G,7My7Ch

10G,4My 4 Ch

27 Septiembre 1998

32G,12My 4 Ch

10G,3My 2Ch

24 QOctubre 1998 2G 7Gy1M
25 Octubre 1998 2Gy1M 14G,3My1Ch
26 Octubre 1998 31G,2My6Ch 12Gy 3Ch

22 Mayo 1999

12G, 11 My 5Ch

18G,12My 7 Ch

Total 207 G, 58 My 46 Ch 202 G, 53 My 39 Ch
(1) G = grandes (desde 1.7 cm de largo hasta 1 cm de ancho).
(2) M = medianas (desde 1 cm de largo hasta .7 cm de ancho).

(3) Ch = chicas (desde .5 cm de largo hasta .4 cm de ancho).
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RESULTADOS

ANALISIS DE LAS MUESTRAS DE BORREGO CIMARRON

En total se analizaron 605 muestras de 9 localidades (cuadro 2),
siendo la localidad del Observatorio la de mayor niumero de muestras.
Siguiendo el protocolo antes descrito para el analisis de las muestras, se
obtuvieron los valores de progesterona, estradiol y testosterona,
discriminando entre hembras y machos con la concentracién de estradiol y
testosterona. Encontrando, 311 machos y 294 hembras en cuanto a la
proporcion de sexos (cuadro 18). Los valores de las lecturas obtenidas en
cada muestra se compararon con las variables, ya descritas anteriormente

en el método estadistico.

Cuadro 20. NGmero correspondiente a cada mes de recolecta utilizado en el analisis
estadistico.

Ndamero Meses
i Noviembre
2 Diciembre
3 Enero
4 Febrero
5 Marzo
6 Junio
7 Julio
8 Agosto
9 Septiembre
10 Octubre
11 Mayo
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Analisis estadistico de los niveles de estradiol y progesterona en

excretas de hembras de borrego cimarrén por meses de colecta y
tamaiio de la excreta (cuantificacién realizada con espectrofotdmetro).

Se encuentran claras diferencias en los niveles de las hormonas en
cada uno de los meses de recolecta (fecha) de las muestras, siendo mayor
los niveles de progesterona, contenidos en las excretas. Sin embargo, en los
niveles de las dos hormonas relacionadas con el tamafio de las excretas no
se presentd ninguna diferencia. Al considerar por fechas los niveles de
estradiol detectado en las excretas, se reconocieron dos grupos homogéneos
de meses de recolecta que difieren significativamente entre si (p<0.05),
abarcando el primero de ellos las fechas representadas por los meses 4 y 5
(febrero y marzo), en los cuales los niveles de la hormona en las excretas
son menores que los niveles encontrados en las fechas 6, 7, 8 y 9 (junio,
julio, agosto y septiembre), el segundo grupo lo componen los meses 6, 7,
8 vy 9, siendo mayor los niveles de estradiol en las excretas que los
encontrados en los meses 10 y 11 (octubre y mayo).

En cuanto a los niveles de progesterona en las excretas por meses, el
3, 4 y 5 (enero, febrero y marzo) también conforman el primer grupo,
presentando menores niveles de la hormona en las excretas que los meses
7, 8 y 9 (julio, agosto y septiembre). El segundo grupo esta formado por los
meses 7, 8 y 9 teniendo mayores niveles que el mes 10 (octubre) (cuadro

21, graficas 1y 2).
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Cuadro 21. Analisis estadistico de los niveles de estradiol y progesterona en
excretas de hembras de borrego cimarrén por meses de recolecta y tamaiio de la
excreta. Y diferencias encontradas con las variables analizadas en la prueba de
rangos miltiples de Tukey con una p<0.05 (cuantificacién realizada con
espectrofotémetro).

Promedio de F calculada Nivel de significancia Diferencias
estradiol
Fecha 14.268 .0000 Fecha 4[<]17
4 2.7566468 4[<]8
5 1.9750468 4[<]9
6 5.2525816 5[<]6
7 6.5674763 5[<]7
8 6.8899378 5[<]8
9 6.9640000 5[<]19
10 3.3798298 6[>]11
i1 1.0488000 7 [>]10
Tamaiio .398 .5376 7 [>]11
i 4.5185452 8[>]10
2 4,1900346 8[>]11
9[>]11
Tamaiio | No hay
diferencias
Promedio de F calculada Nivel de significancia Diferencias
progesterona
Fecha 22.215 .0000 Fecha 3[<]17
2 4,2065047 3[<]8
3 1.1959524 3[<]9
4 2.7976095 4[<]7
5 1.9340791 4[<]18
7 5.6483509 4[<]9
8 6.6870047 5[<17
9 5.2918380 5[<]8
10 2.2389769 5[<]9
Tamaiio 7[>]10
1.599 .2100 8[>]10
1 4.0955348 9[>]10
2 3.4045442
Tamaiio | No hay
diferencias
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Grafica 1. Nivel de estradiol en excretas de hembra de borrego cimarrén por meses
de recolecta (cuantificacion realizada con espectrofotémetro).
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Grafica 2. Nivel de progesterona en excretas de hembra de borrego cimarrén por
meses de recolecta (cuantificacidn realizada con espectrofotémetro).
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Analisis estadistico de los niveles de estradiol y progesterona en

excretas de hembras de borrego cimarrén por altura y tamaifio de la
excreta (cuantificacién realizada con espectrofotémetro).

Como se puede apreciar se presentan claras diferencias (p<0.05)
tanto para el estradiol como para la progesterona en cuanto a la altura,
siendo mayor los niveles de las hormonas contenidas en las excretas en la
altura 2 (por arriba de los 1500 metros). En cuanto a los niveles de las
hormonas relacionados con el tamafio de la excreta, no se encontraron

diferencias significativas (cuadro 22).
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Cuadro 22. Analisis estadistico de los niveles de estradiol y progesterona en
excretas de hembras de borrego cimarrén por meses de recolecta y tamaifio de la
excreta. Y diferencias encontradas con las variables analizadas en la prueba de
rangos multiples de Tukey con una p<0.05 (cuantificacion realizada con
espectrofotémetro).

Promedio de F calculada Nivel de significancia Diferencia
estradiol S
| Altura 27.352 .0000 Altura 1[<]2
i 2.4536163
2 5.5439464
Tamaiio 3.746 .0579 Tamaiio | No hay
diferencias
1 4,6309952
2 3.3665675
Promedio de F calculada Nivel de Significancia Diferencia
progesterona s
Altura 127.969 .0000 Altura 1[<]2
i 2.2139610
2 5.8434723
Tamaiio 2.590 1114 afio | No hay
diferencias
i 4.4807443
2 3.5766890
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Analisis estadistico de los niveles de estradiol y progesterona

relacionados con la época de celo y apareamiento en excretas de
hembras de borrego cimarron por meses de colecta y tamaiio de la
excreta (cuantificacion realizada con espectrofotdmetro).

En este caso en particular, se encontraron muy pocas diferencias
(p<0.05) entre los meses analizados, asi como en el tamafio de las excretas
para las dos hormonas, teniendo solo una diferencia entre el mes 6 (junio)
el cual tiene mayor nivel de estradiol contenido en las excretas que el mes

10 (octubre) (cuadro 23, graficas 3 y 4).
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Cuadro 23. Analisis estadistico de los niveles de estradiol y progesterona
relacionados con la época de celo y apareamiento en excretas de hembras de
borrego cimarrén por meses de recolecta y tamafio de la excreta. Y diferencias
encontradas con las variables analizadas en la prueba de rangos miiltiples de Tukey
con una p<0.05 (cuantificacién realizada con espectrofotometro).

Promedio de F calculada Nivel de significancia Diferencias
estradiol
Fecha 3.101 .0139 Fecha 6[>]10
3 2.1697028
6 4.4676934
7 3.5321757
8 4.4712988
9 4.4325571
10
Tamaiio .333 .5720 Tamaifio | No hay
diferencias
1 3.7566856
2 3.5120913
Promedio de F calculada Nivel de Significancia Diferencias
progesterona
Fecha 2.657 .0296 Eecha No hay
diferencias
3 2.1949031
6 4.2864936
7 3.4884758
8 4.4331576
9 4.4485017
10 2.7585031
Tamaiio 342 .5665 Tamaio | No hay
diferencias
1 3.7267694
2 3.4765755
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Grafica 3. Nivel de estradiol relacionado con la época de celo y apareamiento en
excretas de hembra de borrego cimarron por meses de recolecta (cuantificacion
realizada con espectrofotémetra).
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Grafica 4. Nivel de progesterona relacionado con la época de celo y apareamiento
en excretas de hembra de borrego cimarrén por meses de recolecta (cuantificacién
realizada con espectrofotdmetro).
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Analisis estadistico de los niveles de estradiol y progesterona

relacionado con la época de celo y apareamiento en excretas de
hembras de borrego cimarrén por altura y tamaifio de la excreta
(cuantificacion realizada con espectrofotometro).

También aqui las diferencias fueron muy pocas, presentandose sélo
en la altura para las dos hormonas, siendo mayor los niveles contenidos en
las excretas en la altura 2 (por arriba de los 1500 metros) para el estradiol

y la testosterona (cuadro 24).
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Cuadro 24. Analisis estadistico de los niveles de estradiol y progesterona
relacionados con la época de celo y apareamiento en excretas de hembras de
borrego cimarrén por altura y tamaiio de la excreta. Y diferencias encontradas con
las variables analizadas en la prueba de rangos miiltiples de Tukey con una p<0.05
(cuantificacion realizada con espectrofotémetro).

Promedio de F calculada Nivel de significancia Diferencias
estradiol
Altura 10.118 .0022 Altura 2[>]1
i 2.6731762
2 4.2309977
Tamaiio 487 4951 Tamaiio No hay
diferencias
i 3.5829107
2 3.3212632
Promedio de F calculada Nivel de Significancia Diferencias
progesterona
Altura 8.482 .0048 Altura 2[>]1
1 2.7212529
2 4.1549369
aio .347 .5637 Tamaiio No hay
diferencias
| 3.5492056
2 3.3269841
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Analisis estadistico de los niveles de estradiol (en hembras) y

testosterona (en machos) en excretas de borrego cimarrén por.
meses de recolecta y tamaiio de la excreta (cuantificaciéon realizada con
lector de ELISA).

En este caso, se presentaron diferencias (p<0.05) en los niveles de
las hormonas contenidas en las excretas en los meses analizados para el
estradiol y la testosterona; pero, no asi entre el tamario de la excreta. Entre
los meses para el estradiol el 2, 3 y 11 (diciembre, enero y mayo) tuvieron
mayores niveles de la hormonas que los meses 4 y 10 (febrero y octubre).
En cuanto a la testosterona, los meses 1 y 2 (noviembre y diciembre)
presentaron menos nivel de la hormona contenida en las excretas que los

meses 3 y 11 (enero y mayo) (cuadro 25, graficas 5y 6).
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Cuadro 25. Analisis estadistico de los niveles de estradiol (en hembras) y
testosterona (en machos) en excretas de borrego cimarrdon por meses de recolecta
y tamaiio de la muestra. Y diferencias encontradas con las variables analizadas en
la prueba de rangos miiltiples de Tukey con una p<0.05 (cuantificacién realizada con
lector de ELISA).

Promedio de F calculada Nivel de significancia Diferencias
estradiol
Fecha 6.980 .0000 Fecha 2[>14
i 1.9449167 3[>]4
2 1,9831250 11 [>] 4
3 1.9879500 11 [>] 10
4 1.6853214
5 2.0277500
10 1.8417300
11 2.0042167
Tamaiio .846 .3708 Tamaiio |No hay
diferencias
1 1.9417514
2 1.9082514
Promedio de F calculada Nivel de significancia Diferencias
testosterona
Fecha 4.264 .0020 Fecha 1[<]3
1 1.941005% 1[<]11
2 1,9502849 2[<]3
3 2.0263659
4 2.0066075
10 1.9755495
i1 2.0037210
Tamaiio 2.043 .1577 Tamaifio |No hay
diferencias
i 1.9723400
2 1.9955049
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Grafica 5. Nivel de estradiol en excretas de hembra de borrego cimarrén por meses
de recolecta (cuantificacion realizada con lector de ELISA).
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Grafica 6. Nivel de testosterona en excretas de macho de borrego cimarrén por
meses de recolecta (cuantificacion realizada con lector de ELISA).
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Analisis estadistico de los niveles de estradiol (en hembras) y

testosterona (en machos) en excretas de borrego cimarrén por
altura y tamafio de la muestra (cuantificacién realizada con lector de
ELISA).

En el estradiol sélo se presentaron diferencias (p<0.05) en los niveles
de la hormona contenida en las excretas en cuanto a la altura, pero no para
el tamafio de la excreta. Siendo mayor los niveles de la hormona en la
altura 2 (por arriba de los 1500 metros). En cambio en la testosterona las
diferencias fueron lo contrario que lo presentado en el estradiol, ya que no
hubo diferencia alguna en los niveles contenidos en las excretas en la altura,
pero si las hubo en el tamafio de las excretas, teniendo mayor nivel de

testosterona en las excretas el tamafio numero 2 (cuadro 26).
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Cuadro 26. Andlisis estadistico de los niveles de estradiol (en hembras) y
testosterona (en machos) en excretas de borrego cimarrén por altura y tamaiio de
la muestra. Y diferencias encontradas con las variables analizadas en la prueba de
rangos miiltiples de Tukey con una p<0.05 (cuantificacion realizada con lector de ELISA).

Promedio de |F calculada | Nivel de significancia Diferencias
estradiol

Altura 17.797 .0001 Altura 1[<]2

i 1.8482721

2 1.9999658

| Tamafio .528 4774 Tamafio | No hay diferencias

i

2
Promedio de |F calculada | Nivel de significancia Diferencias
testosterona

Altura .001 .9802 Altura No hay diferencias

i 1.9864590

2 1.9860491

Tamaiio 4.636 .0348 afio [1[<]2

i 1.9676318

2 2.0048763
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Analisis estadistico de los niveles de estradiol (en hembras) y

testosterona (en machos) en excretas de borrego cimarrén por mes
de recolecta y tamaio de la muestra (cuantificacién realizada con
espectrofotémetro).

De nuevo sélo se presentaron diferencias (p<0.05) en los niveles de

las hormonas contenidas en las excretas tanto para el estradiol como para la
testosterona en los meses de recolecta, pero no para los niveles de las
hormonas relacionados con el tamafio de las excretas.
En el estradiol los meses se clasificaron en tres grupos, estando el primero
formado por los meses 4 y 5 (febrero y marzo) los cuales presentan menos
nivel de la hormona contenida en las excretas que los meses 6, 7, 8 y 9
(junio, julio, agosto y septiembre), el segundo grupo esta conformado por
los meses 6, 7, 8 y 9 que tuvieron mayor nivel de estradiol que los grupos
7, 8 y 10 (julio, agosto y octubre), por Ultimo el tercer grupo lo conforman
los meses 7 y 8 que presentan menos estradiol que el mes nimero 9.

En el caso de la testosterona, sélo se distinguen dos grupos por mes
recolecta, y en el primero de ellos el mes nimero 3 (enero) presenta
menos nivel de testosterona contenida en las excretas que los meses 6, 8 y
9. En el segundo grupo los meses 6, 8 y 9 tienen mayor nivel de

testosterona que el mes nimero 10 (octubre) (cuadro 27, graficas 7 y 8).
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Cuadro 27. Analisis estadistico de los niveles de estradiol (en hembras) y
testosterona (en machos) en excretas de borrego cimarrén por mes de recolecta y
tamaiio de la muestra. Y diferencias encontradas con las variables analizadas en la
prueba de rangos miiltiples de Tukey con una p<0.05 (cuantificacién realizada con
espectrofotémetro).

Promedio de |F calculada | Nivel de significancia Diferencias
estradiol
Fecha 21.805 .0000 Fecha [4[<]6 6[>]7
2 1.9152924 4[<]17 6[>]18
4 1.2779868 4[<]8 6 [>]10
5 2.9906698 4[<]9 7 [<]19
6 7.2313439 5[<]6 7 [>] 10
7 5.3858490 5[<]17 8[<]9
8 5.6079146 5[<]8 8 [>]10
9 7.7786959 5[<]9 9[>]10
10 3.1527924
Tamano 432 . 5189 Tamaifio | No hay diferencias
1 4,2822757
2 4,5528605
Promedio de |F calculada | Nivel de significancia Diferencias
testosterona
Fecha 7.881 .0000 Fecha 3[<]6
i 6.0687711 3[<]8
2 4.6597711 3[<]9
3 3.0819165 6[>]10
6 7.1447634 8[>]10
7 5.1817997 9[>]10
8 6.9588134
9 7.2375323
10 4,1595278
Tamaiio 0.21 .8853 Tamaido | No hay diferencias
1 5.5258408
2 5.5973830
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Grafica 7. Nivel de estradiol en excretas de hembra de borrego cimarrén por meses
de recolecta (cuantificacién realizada con espectrofotémetro).
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Griafica 8. Nivel de testosterona en excretas de macho de borrege cimarrén por
meses de recolecta (cuantificacién realizada con espectrofotémetro).
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Analisis estadistico de los niveles de estradiol (en hembras) y

testosterona (en machos) en excretas de borrego cimarrén por
altura y tamaiio de la muestra (cuantificacion realizada con
espectrofotdmetro).

En el estradiol, la altura 2 presenta mayores niveles de la hormona
contenida en las excretas, pero en los niveles de las hormonas relacionados
con el tamafio de las excretas no se presentan diferencias. Asi mismo, en la
testosterona la altura 2 tiene mayores niveles de esta hormona contenida en
las excretas y de nuevo en el tamafio de las excretas no hubo diferencias

(cuadro 28).
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Cuadro 28. Andlisis estadistico de los niveles de estradiol (en hembras) y
testosterona (en machos) en excretas de borrego cimarrén por altura y tamaiio de
la muestra. Y diferencias encontradas con las variables analizadas en la prueba de
rangos miultiples de Tukey con una p<0.05 (cuantificacién realizada con
espectrofotémetro).

Promedio de F calculada Nivel de significancia Diferencias
estradiol
Altura 98.377 .0000 Altura 2[>]1
i 2.4096483
2 6.1939753
Tamaiio 222 .6430 Tamaiio No hay
diferencias
i 4.1988564
2 4.4047673
Promedio de F calculada Nivel de significancia Diferencias
testosterona
Altura 42.998 .0000 Altura 2[>11
i 4.0580137 '
2 6.9105650
Tamaiio .400 .5347 Tamaiio No hay
diferencias
i 5.3307205
2 5.6378582
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Analisis estadistico de los niveles de estradiol (en hembras) de

borrego cimarrén relacionado con el tamaifio de excreta por muestra
con interacciones de segundo orden (cuantificacién realizada con
espectrofotometro).

En las pruebas con interacciones de segundo orden hubo diferencias
(p<0.05) en las excretas entre los meses de recolecta en el estradiol, pero
no asi entre los niveles de la hormona relacionado con el tamafio de las-
excretas y en la interaccion de las dos variables. Los meses con los niveles
de estradiol se dividieron en dos grupos, en el primero de ellos, el mes
nimero 5 (marzo) presenta menos nivel de estradiol contenido en las
excretas que los meses 6, 7, 8 y 9 (junio, julio, agosto y septiembre). En el
segundo grupo los meses 6, 7, 8 y 9 tienen mayores niveles de estradiol

que el mes numero 11 (cuadro 29).
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Cuadro 29. Anélisis estadistico de los niveles de estradiol (en hembras) de borrego
cimarrén relacionado con el tamafio de excreta por muestra con interacciones de
segundo orden. Y diferencias encontradas con las variables analizadas en la prueba
de rangos miltiples de Tukey con una p<0.05 (cuantificacién realizada con
espectrofotémetro).

Promedio de | F calculada | Nivel de significancia Diferencias
estradiol
. Fecha 7.945 .0000 A. Fecha 5[<]16
2.6695000 5([<]7
2.1585000 5[<]8
5.5252500 5[<]9
6.2910000 6[>]11
5.8075000 7[>]11
6.9640000 8[>]11
2.9224000 9[>]11
1.0488000

A IICICIEY S

-
o

=
=

1.240 .2715 B. Tamaifio | No hay
diferencias

4.4905000
3.8562375

EE”“ E

1,139 .3568

2.9790000
2.3600000
2.0170000
2.3000000

4.8715000

6.1790000
6.7820000
5.8000000
7.2510000
4.3640000
6.4360000
7.4920000

P [ | 1o 1 oo e | e | a1 | e

3.7728000
2.0720000
1.8147000

(]
NN

uuuuwoumyummmmhh

HH?Q

.2829000
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Analisis estadistico de los niveles de estradiol (en hembras) de

borrego cimarréon relacionado con el tamaiio de excreta por muestra
con interacciones de segundo orden (cuantificacién realizada con
espectrofotdémetro).

En esta prueba solo hubo diferencias en la altura, teniendo mayor

nivel de estradiol la altura 2 (por arriba de los 1500 metros) (cuadro 30).
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Cuadro 30. Analisis estadistico de los niveles de estradiol (en hembras) de
borrego cimarrén relacionado con el tamaiio de excreta por muestra con
interacciones de segundo orden. Y diferencias encontradas con las
variables analizadas en la prueba de rangos multiples de Tukey con una

p<0.05 (cuantificacién realizada con espectrofotémetro).

Promedio F calculada | Nivel de significancia Diferencias
de estradiol

A. Altura 14.482 .0004 A, Altura 2[>]1

i 2.6161538

2 5.4916248

B. Tamaiio 2.092 .1536 B, Tamafio | No hay

diferencias

i 4.6003453

2 3.5074333

Interaccién .213 .6512

A.B

1-1 2.9883077

1-2 2.2440000

2-1 6.2123829

2-2 4.7708667
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Analisis estadistico de los niveles de estradiol (en hembras) y

testosterona (en machos) relacionado con el tamafo de excreta en
cada muestra con interacciones de segundo orden (cuantificacion
realizada con lector de ELISA).

En este caso se presentaron pocas diferencias en las excretas entre
las variables analizadas, ya que sdlo las hubo en los meses de colecta, pero
no entre los niveles de las hormonas relacionados con el tamafio de las
excretas. En las interacciones de las dos variables no hubo diferencia alguna
para los dos casos.

Para el estradiol el mes numero 3 presento mayor nivel de la
hormona contenida en las excretas que el mes nimero 4, el mes niumero 4
tiene menor nivel de estradiol que el mes nimero 11 y el mes nimero 10
presenta mayor nivel de estradiol que el mes nimero 11. En la testosterona
el mes numero 1 presenta menos nivel de la hormona contenida en las

excretas que el mes niumero 11 (cuadro 31).




73

Cuadro 31. Andlisis estadistico de los niveles de estradiol (en hembras) y
testosterona (en machos) de borrego cimarrén relacionado con el tamafio de
excreta en cada muestra con interacciones de segundo orden. Y diferencias
encontradas con las variables analizadas en la prueba de rangos miiltiples de Tukey
con una p<0.05 (cuantificacién realizada con lector de ELISA).

Promedio de | F calculada Nivel de significancia Estradiol
estradiol

:

6.063 .0001 Fecha 3[>14

1.9235000 44 [<] 11
1.9713333 10[>] 11
1.9815000
1.6534167
3.4926315
1.8082440
2.0094167

L L LR S L

(=]

(]

.000 1.0000 Ta o No hay diferencias

2.3514525
1.8885595

.692 .6569

T

1.8760000
1.9710000
2.0116667
1.9310000
2.0090000
1.9540000
1,7148333
1,5920000
4.9742629
2.0110000
1.8742381
1,7422500
2.0001667
2,0186667

-

N
1

NI"NHDIJI"NHNI"

FHHP‘WU‘?&(\IUM

NGIE
1
N[N

Promedio de | F calculada Nivel de significancia Diferencias
testosterona

E

2.415 0462 Fecha 1[<] 11

1.9356667
1.9715769
2.0268333
2.0118500
1.9815000
2.0037879
. Tamaiio 1.774 .1879 Tamaiio No hay diferencias
1.9744979
2.0025737
idn 263 .9317

e | po

(=]

I

=]
=
i1

z

1.9340000
1.9373333
1.9351538
2.0080000
2.0146667
2.0390000
2.0125000
2.0112000
1.9600000
2.0030000
1.9906667
2.0169091

P [ e o | oma [ 1

HHHHAA?WNMF-I—

l-l-lloﬂ
N (N
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Analisis estadistico de los niveles de estradiol (en hembras) y

testosterona (en machos) de borrego cimarrén relacionado con el
tamafio de excreta en cada muestra con interacciones de segundo
orden (cuantificacién realizada con lector de ELISA).

En esta prueba solo hubo diferencias en el estradiol para la altura, no
habiendo diferencia alguna para la testosterona y en los niveles de las
hormonas relacionadas con el tamafio de la excreta ni tampoco en las
interacciones.

En el estradiol los mayores niveles de la hormona contenidos en las
excretas se presentaron en la altura 2 (por arriba de los 1500 metros) -

(cuadro 32).
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Cuadro 32. Andlisis estadistico de los niveles de estradiol (en hembras) y
testosterona (en machos) de borrego cimarrén relacionado con el tamaiio de
excreta en cada muestra con interacciones de segundo orden. Y diferencias
encontradas con las variables analizadas en la prueba de rangos miltiples de Tukey
con una p<0.05 (cuantificacién realizada con lector de ELISA).

Promedio de | F calculada | Nivel de significancia Diferencias
estradiol
A. Altura 19.817 .0000 Altura 2[>]1
1 1.8260441
2 2.0027158
B. Tamaiio .964 .3401 Tamailo | No hay
diferencias
1 1.9338599
2 1.8949000
Interaccién
A.B 2.072 .1544
1-1 1.8740882
| 1-2 1,7780000
| 2-1 1.9936316
2_;2 2.0118000
Promedio de | F calculada | Nivel de significancia Diferencias
testosterona
A. Altura .070 .7952 Altura No hay
diferencias
11 1.9915833
2 1.9858586
B. Tamaiio 3.771 .0563 Tamaiio | No hay
diferencias
1 1.9676875
2 2.0097544
Interaccién
A.B .140 7136
1-1 1.9665000
1-2 2.0166667
2-1 1.9688750
= 2.0028421
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Analisis estadistico de los niveles de estradiol (en hembras) y

testosterona (en machos) de borrego cimarréon relacionado con el
tamaiio de excreta en cada muestra con interacciones de segundo
orden (cuantificacion realizada con espectrofotometro).

Este caso es igual al anterior, presentdndose solo diferencias en los
niveles de estradiol contenidos en las excretas en las alturas, de las cuales

la nUmero 2 presenta los mayores niveles de esta hormona (cuadro 33).
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Cuadro 33. Analisis estadistico de los niveles de estradiol (en hembras) y
testosterona (en machos) de borrego cimarréon relacionado con el tamaiio de
excreta en cada muestra con interacciones de segundo orden. Y diferencias
encontradas con las variables analizadas en la prueba de rangos miiltiples de
Tukey con una p<0.05 (cuantificacién realizada con espectrofotémetro).

Promedio de | F calculada | Nivel de significancia Estradiol
estradiol
A. Altura 30.130 .0000 Altura 2[>]1
1 1.7610360
2 6.2274189
B. Tamaiio .300 .5905 Tamaiio | No hay
diferencias
1 4.2170257
2 3.7714293
Interaccién
A.B .901 .3540
i-1 2.3699721
1-2 1.1521000
2-1 6.0640792
2-2 6.3907586
Promedio de | F calculada | Nivel de significancia Diferencias
testosterona
A. Altura 1.025 .3126 Altura No hay
diferencias
i 5,5815956
2 6.8777744
B. Tamajiio 2.063 1527 Tamaiio | No hay
diferencias
1 5.3105215
2 7.1488485
Interaccién
A.B 1.671 .1978
i-1 3.8351911
1-2 7.3280000
2-1 6.7858519
2-2 6.9696970




DISCUSION

El conocimiento de los procesos reproductivos de cualquier especie en
estudio, implica una gran variedad de factores tanto técnicos, sociales asi
como materiales, entre otros, para poder entender y aplicar los diferentes
métodos utilizados para dicho trabajo. Los sucesos reproductivos son criticos
para mantener e incrementar la productividad de las poblaciones silvestres,
en las cuales hay una gran variacién entre especies en cuanto a la relacién
de sexos, estacionalidad y procesos reproductivos. Por tanto, las diferentes
estrategias para monitorear la reproduccion y mantener las poblaciones
silvestres depende del conocimiento empleado y adquirido en cualquier
estudio. El conocimiento de la actividad reproductiva del borrego cimarrén
es escasa, siendo necesario obtener este conocimiento a través de
investigaciones de la fisiologia reproductiva de esta especie bajo condiciones

naturales lo cual implica un gran esfuerzo y dedicacion.

Evidencias de borrego

Para llevar a cabo un estudio de seguimiento del borrego cimarrén, el
cual es un animal dificil de ver en el campo, se requiere del uso de las
evidencias indirectas tanto de excretas, huellas, senderos, etc, entre otros,
dado que muy pocas veces se tiene la oportunidad de observarlo. Las
evidencias indirectas aportan mucha informacion sobre su habitat, habitos
(reproductivos, de alimentacién, etc), territorialidad, entre otros, los cuales

nos ayudan a entender y determinar los diferentes procesos por los que

78



79
pasa este organismo a la largo de su vida. En este caso, se usaron las

excretas las cuales son relativamente faciles de distinguirse de otras, como
por ejemplo las de venado (que son mas largas), pero, son mas dificiles de
encontrar. Las excretas son una buena herramienta indicadora de la
presencia del borrego en los diferentes lugares donde se encuentra, nos
pueden indicar si el drea evaluada es ocupada por los organismos en
diferentes épocas, aunque, no dan la cantidad exacta de los animales en el
lugar, pero si una aproximacion, ademas se pueden distinguir claramente un

grupo de otro diferenciando los tamafios y la frescura de cada uno.

Recolecta de las muestras

En la recolecta de las muestras, necesarias para un posterior estudio
de laboratorio, se tienen que tener en cuenta el numero de localidades
muestreadas, asi como el nimero de veces que se van a visitar cada area,
las temporadas que se van a registrar y lo mas importante es tratar de
homogeneizar el nimero de muestras recolectadas, lo cual la mayoria de las
ocasiones es muy dificil de realizarse. Ademas se debe tomar las muestras
lo mas frescas posibles para la obtencién de mejores resultados, algo muy
importante es registrar todos los parametros y condiciones encontrados en
el lugar, asi como la presencia de los organismos en caso de que se llegaran

a presentar.
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El método y su aplicacién

En el presente trabajo se logré estandarizar la técnica de ELISA para
aplicarla directamente en la investigacién del borrego cimarrén y para otras
especies, como el venado bura. Dicha técnica tiene una amplia perspectiva
de uso ya que no se requiere utilizar equipo especial y sofisticado, ni
tampoco radiois6topos (como es el caso del radioinmunoensayo, RIA), entre
otros. Este inmunoensayo es de fécil aplicacion, dado que solo se utilizan
algunos anticuerpos (dependiendo de las hormonas a analizarse) y de
algunos solventes orgdnicos. Pero, también tiene una desventaja, ya que las
hormonas, los anticuerpos y los solventes que se utilizan tienen un alto
costo, teniendo en cuenta que no siempre se tiene un buen apoyo financiero
en los proyectos de investigacion, asi mismo no siempre esta disponible el
equipo necesario, ni tampoco el apoyo de la gente capacitada en esta area.
Por tanto, esto provoca que se dificulte y atrasen este tipo de
investigaciones. En lo particular, a lo largo de todo el trabajo se presentaron
algunas dificultades desde la estandarizacién hasta el andlisis de las
muestras problema, ya que se necesitdé adecuar y equipar un laboratorio
para su uso diario, asi como también se requirié de la utilizacién de algunos
aparatos de otros lugares para poder obtener el andlisis completo de las
muestras. Una vez reunido el equipo basico, en el desarrollo de la
estandarizacion uno de los principales problemas fue la colecta de las
muestras de organismos domésticos, ya que no siempre estuvieron

disponibles ni tampoco se lograba reunir todas las tallas (adultos, jovenes y
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corderos) por lo que se colecto en diferentes lugares. Cuando ya se tuvo

estandarizado el método, el andlisis de las muestras problema fue
relativamente rapido, dado que se tuvieron que leer las muestras con dos
aparatos diferentes (lector de ELISA y espectrofotdmetro) por lo que los
resultados se agruparon en dos rubros diferentes.

Al finalizar este trabajo, tanto el objetivo general como los objetivos
particulares se cumplieron satisfactoriamente dado que se logré detectar los
niveles de las hormonas esteroidales en las diferentes temporadas y alturas,
la proporcién de sexos (macho:hembra), se logré establecer la dinamica
reproductiva para el periodo de estudio, asi como una comparacién entre el
método anteriormente utilizado en el estudio del borrego cimarrén y la

aplicacion del inmunoensayo utilizado en este trabajo.
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Estandarizacion del método

Durante la estandarizacién de la técnica de ELISA, los resultados que
se presentaron fueron muy variados entre los organismos, mostrando
grandes diferencias entre unos y otros. Los resultados obtenidos son muy
semejantes a los encontrados en los trabajos descritos por Hafez (1996) y
Bearden (1982), en donde los organismos jovenes presentan en algunas
ocasiones valores mas bajos de las hormonas que los organismos adultos, lo 7
cual se puede deber a que muchas veces todavia no se encuentran en
espermatogenesis, pero esto no sucede en todos los casos ya que unos
organismos son mas precoces que otros. Por otro lado, los corderitos
presentaron valores mas altos que los joévenes y los adultos, debido a que
los machos prepuberes presentan un aumento de la amplitud de los picos de
LH (hormona leutinizante) aproximadamente a los 3 meses de edad, tiempo
en que comienza a declinar y consecuentemente la frecuencia de los pulsos
de LH aumenta hasta los 4 meses de edad, y las concentraciones
plasmaticas de hormona se incrementan de manera lineal. Inicialmente las
células de Leydig requieren una elevada concentracién de LH para la
secrecion de testosterona. Este umbral comienza a declinar hacia los 6
meses de edad aproximadamente. En las hembras este fendbmeno es muy
semejante, dado que, con el acercamiento de la pubertad, la frecuencia de
los picos de LH o luteotropina aumenta, seguida de un aumento transitorio
en la oleada preovulatoria de la misma, que se relaciona con estro

conductual durante el periodo puberal. Sin embargo, hay que tener en
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cuenta que tanto en el macho como en la hembra la pubertad no es la

madurez sexual, por lo que la reproduccién entre estos individuos pocas
veces llega a tener éxito.

Por ultimo, se encontré que los niveles de las hormonas entre
hembras y machos adultos varian dependiendo tanto de la temporada, de la
altitud, asi como del estado reproductivo en el que se encuentren, es decir,
si estdn o no en periodo de celo, de gestacién, etc, como lo describe
Morrison (1981), por ejemplo : en la gestacién la secrecion continia de
progesterona suprime el estro, las concentraciones de estrégenos son bajas
durante la primera parte de la gestacion pero aumenta a la mitad y ultima

parte de la misma.
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Desarrollo del analisis y determinacion de los niveles hormonales

En este estudio, se logré el desarrollo del inmunoanalisis (ELISA)
aplicdndose a 605 muestras recolectadas en diferentes areas de la sierra
San Pedro Martir a lo largo de un afio y medio, logrando analizar todas las
muestras en las cuales se encontraron diferencias en los niveles de las
hormonas de unos meses a otros por alturas y tamafios, la obtencion de
estos resultados se podrén aplicar directamente en la investigacion del
borrego cimarrén, misma que servira de apoyo para futuras aplicaciones de
este método. Dicha técnica se desarrolld por medio del antigeno-anticuerpo,
siendo el antigeno las hormonas que se pudieran encontrar en las excretas y
los anticuerpos fueron los ya comunmente conocidos de estradiol,
progesterona y testosterona desarrollados en suero de bovinos, al igual que
el IgG anti-conejo conjugado con fosfatasa alcalina.

Los resultados obtenidos por medio de la técnica del inmunoensayo
son de gran confiabilidad y aplicaciéon para llegar a establecer la dinamica
reproductiva del borrego cimarrén, ya que por medio de los niveles de las
hormonas se pueden definir las diferentes etapas reproductivas en las que .
se encuentran a lo largo del afio, ademas de que se pueden analizar un
numero ilimitado de muestras sin tener que trabajar directamente con el
organismo. Por esta razdn, se optd por la aplicacidon de esta técnica, dado
que comlUnmente se han empleado varias técnicas para estudiar las
hormonas, basdndose principalmente en bioanalisis y radioinmunoanalisis

(RIA) mismos que se aplican generalmente a animales en cautiverio, por
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medio de la toma de sangre y algunas veces en excretas. En el caso del

bioandlisis la hormona se administra al animal, en el cual se induce una
respuesta biolégicamente medible, en cambio el radioinmunoanalisis
constituye uno de los principales avances en la endocronologia analitica,
permitiendo una rapida medicién de grandes concentraciones de hormonas.
Hafez en 1996 menciona que el principio de RIA se basa que en ausencia de
un antigeno u hormona no marcados, la hormona marcada radiactivamente
tiene la méxima oportunidad de reaccionar con un nimero limitado de sitios
de unidén para los anticuerpos . Sin embargo, y de acuerdo a lo descrito por
Shideler y sus colaboradores en 1994, los procedimientos por medio de RIA
tienen una limitada aplicacién para su uso en los estudios de campo, ya que
se requiere de una labor intensiva, equipo especial y el uso de radiois6topos.
Por lo cual, debido a este tipo de problema recientemente se ha venido
desarrollando el inmunoensayo, el cual proporciona las concentraciones de
los diferentes metabolitos esteroidales en excretas, teniendo grandes
posibilidades de uso para las investigaciones de campo y sobre todo para
conocer el estado reproductivo de las especies silvestres. Finalmente, se
llegé a la conclusién que es necesario la utilizacién y aplicacién de nuevas
técnicas, como esta, para un mejor desarrollo del trabajo y la obtencion de
resultados confiables, en las investigaciones de campo, en los diferentes
organismos silvestres , mismas que sirvan para un mejor manejo y
aprovechamiento de las especies cinegéticas de la regién, asi como para su

conservacion.
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Metodologias empleadas en la determinacién de la proporcion de

sexos el estudio del borrego cimarrén

Los métodos comunmente utilizados en el estudio del borrego de esta
region estan basados en los censos aéreos principalmente, obteniendo con
ello la proporcién de sexos de los organismos en las diferentes sierras de la
localidad. Dicho método puede caer en errores de registros, ya que se puede
confundir a un macho joven con una hembra, como lo explica Geist en 1971
dado que algunas veces los machos jovenes y algunos de 2 afios son
dificiles de distinguirse entre las hembras adultas, especialmente en el
invierno cuando el pelaje cambia de color y los genitales y las ubres no son
visibles. Asi mismo, las caracteristicas de las sierras son diferentes por lo
que no se puede extrapolar datos de una sierra a otra, ademas de que la
mayoria de las veces se vuela a una cierta altura (hasta los 1500 mts), y en
el caso de la sierra San Pedro Martir, la cual tiene las mayores altitudes de
las sierras en el estado, presenta cafiones y pendientes muy pronunciadas
asi como una zona de pinos, por lo que esta zona no se considera durante
los censos, ocasionando con ello un sesgo bastante fuerte en los resultados,
por otra parte el tiempo empleado en los censos no son lo suficientemente
buenos como para llegar a determinar el numero de individuos para una
poblacion o area determinada, ya que no todos los organismos son vistos en
tan poco tiempo. Por ejemplo, los resultados del censo aéreo de 1992,
realizado por DeForge (DeForge, et al., 1992) en ocho sierra de Baja

California, muestran que San Pedro Martir tiene el quinto lugar en el nimero
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de individuos por kilbmetro cuadrado, siendo las sierras con mayor namero

de organismos las de Santa Rosa, Santa Isabel y las Tinajas, sierras con una
menor cobertura vegetal y mayormente especies xerofitas (Montoya, 1998),
lo que es un poco contradictorio ya es precisamente en la sierra San Pedro
Martir donde se presenta una gran heterogeneidad ambiental, en la cual hay
desde bosque de pino hasta desierto y un ecotono entre matorral costero y
chaparral de montafa, ademas de las innumerables fuentes de agua
disponibles durante el afio, también presenta una gran cantidad de especies
de plantas las cuales sirven de fuente de alimento al borrego.

Otro obstaculo en la utilizacién de censos aéreos es su alto costo, por
lo que solo se realiza una vez al afio, cada cierto tiempo, lo cual no aporta la
suficiente informacién para asegurar el estado de una poblacién , ademas de
que no se le da un estudio de seguimiento, por la falta de presupuesto. Por
otro lado, no se tiene el conocimiento de la aplicacidn de nuevas técnicas,
adecuadas para el seguimiento de este tipo de investigaciones, ademas de
que no se le ha dado un real interés y apoyo a las investigaciones del
borrego cimarrén, por lo que siempre se cae en lo mismo. Por estas razones
el conocimiento de la dinamica reproductiva del borrego cimarrén en Baja
California hasta ahora a sido escasa.

En cambio, mediante el uso de las evidencias indirectas se puede
obtener informacién mucho mas clara y fidedigna, ya que se pueden
recorrer a pie la gran mayoria de las localidades y sobre todo a diferentes

alturas y temporadas, al igual de que se puede observar si el lugar a sido o
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es frecuentemente visitado por los organismos en diferentes tiempos.

Aunado a esto se pueden analizar las muestras colectadas por medio de
técnicas precisas, sin tener que ver directamente al organismo, para
determinar la proporcién de sexos, la presencia de embarazo y la (o las)
temporada(s) reproductiva(s) al afio de cualquier drea.

Algunos de los sesgos que se pueden llegar a presentar en la
determinacién de sexos por medio del método aqui propuesto se deberian
principalmente por factores a nivel endocrino y conductual, ya que la
especificidad de sexo de las hormonas esteroides (andrégenos en el macho
y estrogenos en la hembra) hace surgir la interrogante acerca de la
existencia de una influencia directa de la hormona sobre la respuesta
conductual. Sin embargo, el ritmo de secrecidn difiere entre machos y
hembras, y una posible sexualizacion del encéfalo puede influir en la
reaccién del organismo. Este tipo de alteraciones se da principalmente en
entre los machos jévenes y con poca frecuencia (Hafez, 1996). En el caso
del borrego cimarrén, dada sus jerarquia social en la cual los machos
adultos permanecen apartados del resto de la manada, los machos jovenes
permanecen con el grupo de hembras hasta que llegan a tener el suficiente
desarrollo para incorporarse con los machos de mas edad, lo cual podria
propiciar que algunos de los jévenes tomaran conductas semejantes a las de
las hembras debido al efecto de la sexualizacién en el cerebro al encontrarse
entre ellas la mayor parte de tiempo, lo cual también propiciaria cambios a

nivel hormonal y por lo tanto se puede llegar a determinar a un macho
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joven como hembra. Como ya se menciono anteriormente este evento es

poco probable que llegue a darse, aunque no imposible, por lo cual las
posibilidades de error al determinar la proporcion de sexos con evidencias
indirectas como las excretas son muy bajas.

Por tanto la eficacia del método utilizado en este trabajo comparado
con el anterior es de mayor perspectiva y aplicacién, dadas las
caracteristicas ecoldgicas, econémicas asi como las sociales en las cuales se
encuentra actualmente el borrego cimarron .

Como ya se ha mencionado en estudios anteriores la proporcién de
sexos varia entre las diferentes altitudes, localidades, entre las diferentes
especies y especialmente entre las hembras reproductivas, es decir, la edad
a la cual se estan reproduciendo, ya que algunas veces en las hembras
viejas la descendencia tiende mas hacia los machos, como lo explica
Briedermann (1992). En este trabajo se encontré una proporcidén de sexos
favoreciendo ligeramente a los machos (311:294), aunque hay una gran
variacién respecto a la época del afio y altitud, ya que en otofio-invierno la
proporcion fue de 156:118 y para primavera verano fue de 155:176; y para
la altitud por debajo de los 1500 mts se encontrd una proporciéon de
108:103, mientras que por arriba de los 1500 hasta los 2800 mts fue de
203:191 lo que se puede atribuir a las caracteristicas del drea de estudio, la
cual es un ambiente heterogéneo que propicia que se establezcan grupos
familiares, por otro lado, las condiciones climaticas también tienen gran

influencia en las diferentes proporciones de sexos que se presentaron,
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siendo mayor la proporcion en primavera-verano que es cuando empieza el

crecimiento vegetativo y hay una mayor frecuencia de agua, por las lluvias
que se presentan en esa temporada, llevando con ello a una mayor fuente
de alimento para los organismos al igual que mayores posibilidades de
sobrevivenvcia de la descendencia, que se dio a finales del invierno y
principios de la primavera. En cuanto a la altitud, el nUmero de grupos de
excretas recolectados por arriba de los 1500 mts es mds grande, esto
probablemente se debe a que en este rango altitudinal hay una mayor
cantidad de alimento disponible para los animales, al encontrarse bosque de
pino por el oeste y parte del matorral xerofilo del lado este de la sierra,
ademas de presentar mas lugares optimos como refugio, lo que favorece
tanto a las hembras prefiadas como a los corderos, caso contrario a lo que
sucede en el area de los cafiones por debajo de los 1500 mts, ya que aqui,
contrariamente a lo que se podria pensar, los organismos estan mas
expuestos tanto a los depredadores como a los cazadores, evitando con ello
estos lugares para el establecimiento de los grupos familiares. Como se
puede apreciar, no sélo se puede obtener una estimacion de la proporcion
de sexos para un area determinada, por medio de la técnica del
inmunoensayo, si no que ademas se pueden comparar los resultados por
alturas y temporadas para un mejor establecimiento de los parametros
reproductivos de una poblacién, de acuerdo con las caracteristicas propias
de cada lugar. Estos resultados concuerdan con un trabajo anteriormente

desarrollado también por medio de excretas (en este caso tomando en




91
cuenta las medidas de cada muestra por mes y altura) en las mismas

localidades y en la misma época, encontrandose diferencias significativas en
la distribucion de los diferentes grupos de animales (Ayala, et al., en
prensa). Por otra parte, Geist (1971) menciona que son los machos adultos
los que se alejan de los grupos familiares y Ibs que guian al grupo por los
corredores que unen los diferentes dambitos hogarefios (de invierno y de
verano) (Montoya, 1998), este comportamiento explica la gran variacion de
la proporcién de sexos encontrada tanto en términos espaciales como
temporales. Por otro lado, teniendo en cuenta que las mayores
concentraciones de las tres hormonas se presentaron en la altura dos (por
arriba de los 1500 mts), de igual manera nos esta indicando la presencia de
los grupos heterogéneos en este lugar, en donde hay desde corderos,
jovenes y adultos durante la mayor parte del afio.

Por otra parte, se ha documentado que existen dos factores que estan
relacionados con la proporciéon de sexos en los ungulados silvestres : 1) la
nutricién o condicién fisica lo cual es un reflejo del rango en una manada
silvestre; y 2) la edad de las hembras, lo cual es a menudo un reflejo del
estatus dominante. De acuerdo con Clutton-Brook y Iason en 1986, la
interpretacién de las observaciones en los estudios no es muy consistente y
la distorsion de la proporcion de sexos permanece sujeto a muchas
conjeturas. De igual manera la medida y composicién de los grupos asir
como el tiempo y la duraciéon de los periodos reproductivos varia en las

diferentes manadas de borregos, de acuerdo con las diferentes
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circunstancias ambientales (Risenhoover y Bailey, 1988).

En algunos estudios se ha registrado la proporcion de sexos de
algunos ungulados silvestres. En uno de ellos Hoefs y Cowan en 1979 al
igual que Nichols en 1978 y Woodgerd en 1964 asumen que la proporcion
de sexos en el borrego silvestre es igual o semejante al de la cabra de
montafia. Sin embargo, Houston y Stevens en 1988, encontraron una
proporcién de sexos en la cabra de montafia (Oreamnus americanus) de
0.65:1.00 (macho:hembra). Y Nichols en 1978 en el borrego Dall’s encontré
una proporcién de 1.00:1.00 (macho:hembra). En otro estudio Cowan y
Hoefs en 1979 examinaron 23 fetos resultando una proporcién de 1.30:1.00
(macho:hembra).

En cambio, en el borrego mufflon (Ovis ammon musimon), pequefio
borrego silvestre que esta siendo introducido en algunas areas de Europa
central, Briedermann (1992) estudio su estado reproductivo en el este de
Alemania encontrando que la proporcion de sexos (macho:hembra) en fetos
(1.09:1.00) no difiere significativamente de los que nacen, pero las hembras
jovenes de 1 a 4 afios producen solo 34.6% de machos, mientras que la
proporcion en las hembras viejas entre los 5 y 9 afios es constante.
Briedermann documenta que en los afios posteriores a la introduccién de los
organismos entre 1982 a 1987, nacieron 48 individuos de los cuales
dominaban las hembras (0.78:1.00). Después la capacidad del rango es
alcanzada y la medida de la poblaciéon se estabilizé entre 1988 y 1990,

naciendo 49 corderos y teniendo una proporcion de sexos de 1.45:1.00. Los
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resultados de estos estudios de alguna manera son semejantes, pero no

iguales, a los encontrados en el borrego cimarrén, salvo que aqui no se han
realizados estudios en fetos, por otra parte los datos obtenidos en el
borrego mufflon (Ovis ammon musimon) si son muy parecidos a los del.
presente estudio, teniendo en cuenta que son una especie emparentada,
sobre todo por las caracteristicas de las hembras, debido a que se encontré
que la mayoria de las excretas analizadas fueron de tamafio grande y
mediano (255), lo que indica que son de organismos adultas y por lo tanto
reproductivas, las cuales podrian estar pariendo mas machos que hembras,
mientras que del tamafo chico sélo se encontraron 39 hembras, lo que nos
lleva a una proporciéon de sexos que favorece a los machos. Quedando claro
que no siempre se presentan estas mismas caracteristicas entre los
organismos de una misma familia, raza o especie, ya que las condiciones de
habitat de las poblaciones del borrego en Norteamérica son muy diferentes,
presentandose desde regiones muy frias con hielo hasta desiertos con poca

agua.
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Presencia de embarazo y época de nacimientos

De 245 muestras analizadas en las hembras encontradas (sin tomar
en cuenta a las corderas o de tamafio de excreta chico), tenemos que para
otofio- invierno se presentan 65 hembras con progesterona, 19 con estradiol
y 16 con cantidades semejantes de las dos hormonas, para primavera-
verano fueron 23 con progesterona, 63 con estradiol y 59 con cantidades
semejantes. Por abajo de los 1500 mts se encontraron 57 con progesterona,
17 con estradiol y 13 con cantidades semejantes, por arriba de los 1500
hasta los 2800 mts fueron 31 con progesterona, 65 con estradiol y 62 con
cantidades semejantes. De acuerdo con lo anterior, y basandonos en los
resultados obtenidos del tamafio de las excretas relacionadas con los meses
de recolecta y la altura, se puede apreciar que entre las excretas grandes y
medianas las diferencias no son muchas en los niveles de estradiol y
progesterona, lo cual puede estar indicando la presencia de hembras
receptivas (o en celo) al igual que hembras prefiadas. Lo cual sugiere que
hay reproduccion la mayor parte del afio.

Si se considera el tiempo de gestacion (180 dias), entonces las
concentraciones de hormonas indican que muy probablemente se estén
presentando dos picos de nacimientos al afio quedando separados los
periodos de gestacion entre un grupo de hembras y otro, teniendo en
cuenta que no todas las hembras son receptivas ya que se presentan desde
corderas, jovenes y adultas. Nuestros resultados se asemejan a los

encontrados en un estudio hecho por Bon et a/ en 1993, en el cual ellos




95
estimaron el periodo de nacimientos en la hembra mouflon (Ovis gmelini) al

sur de Francia, observando que el primer nacimiento se presento el 30 de
marzo y el ultimo durante la primera semana de junio, durando el periodo
de nacimientos cerca de 9 semanas. Ellos distinguieron dos periodos de
nacimientos, presentandose el primero a principios de abril hasta mediados
de mayo, que es cuando ocurren casi todas los nacimientos, y el segundo se
presenta a finales de mayo y todo junio, en las hembras que se reproducen
a finales del otofio. Encontrando que las hembras mayores de dos afios y
medio de edad entran en celo desde finales de octubre hasta principios de
enero, y las hembras de un afio y medio desde la primera semana de
noviembre hasta la tercera semana de diciembre. Concluyeron que el
periodo de reproduccion depende de la edad de la hembra. Los resultados
del anterior estudio son similares a los encontrados en el presente estudio,
dado el hecho de que se presentan dos épocas de nacimientos y una
temporada larga de celo. Aunque en estas dos épocas hay una ligera
variacién, en los dos estudios, en cuanto al tiempo en el cual se presentan,
las caracteristicas del ambiente parecen favorecer a las dos poblaciones. Por
otra parte, también se detectd que las hembras y los corderos aparecen mas
a medida que aumenta la altura, hecho que se atribuye a las caracteristicas
del lugar, en donde encuentran mas areas Optimas como refugio, esto
mismo es sustentado por Geist en 1971, el cual dice que la sobrevivencia de
los corderos depende de la calidad de la habitat.

En un estudio realizado por Bunnell en 1982 y por Festa-Bianchet en
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1988, ellos llegaron a la conclusién de que la iniciaciéon del periodo de partos

en los borregos de América del Norte (Ovis sp.) es retrasada y sincronizada
a medida que aumenta la latitud. Y que las poblaciones que se encuentran
en latitudes menores no sufren inviernos dificiles o estrecho crecimiento
estacional, al contrario, tienen una buena seleccién de la temporada de
parir. En el drea de estudio se encontré que la poblacién de Ovis canadensis
cremnobates presenta dos picos de nacimientos, el ya cominmente
registrado entre febrero y abril y el detectado entre julio y septiembre, esto
probablemente este dado porque el hecho de encontrarse en el extremo
surefio de la distribucidén de la especie, como se menciono anteriormente,
asi como también por el hecho de que en la Sierra San Pedro Martir los
borregos encuentran un habitat de alta calidad y condiciones ambientales
menos estresantes que las que se encuentran en las poblaciones de esta
especie en areas mas nortefias y por lo tanto esto permite a la poblacién
estudiada tener una mayor actividad reproductiva durante el afio. Asi mismo
las caracteristicas de esta region permiten que la reproducciéon de esta
poblacién de borrego cimarrén sea exitosa al haber intercambio y flujo
genético entre los individuos aldn en la época de invierno, dicho argumento
es sustentado por Bronson en 1989, el cual afirma que la conducta de celo
generalmente es estimulada por el frio, pero se inhibe con las altas
temperaturas.

El reflejo de estos resultados demuestran la utilidad y aplicacién de

los inmunoensayos, por medio de heces fecales, para la determinacion de
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las diferentes etapas reproductivas en los organismos silvestres, lo cual va a

proporcionar valiosa informacion que se podra usar para tener mejores
herramientas en el manejo y conservacion de las especies, tal como Io han
venido desarrollando en los estudios con las poblaciones de California, en
Estados Unidos, en uno de ellos Borjesson y colaboradores en 1996,
determinaron el estado de prefiez en hembras adultas durante todo 1992,
por medio de esta técnica, encontrando que menos del 85 % de las hembras
analizadas resultaron prefiadas. Lo cual nos aporta mucha mas informacién
que en un momento dado pueden servir de antecedentes para posteriores
estudios que nos llevaran a conocer mas detalladamente lo que sucede en

las diferentes poblaciones de borrego cimarroén.
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Temporada reproductiva

Segln la literatura y algunos investigadores, la subespecie de borrego
cimarron (Ovis canadensis cremnobates) en Baja California, de manera
general, se reproduce una vez al afio en las diferentes sierras de la region,
apareandose entre septiembre y noviembre, naciendo los corderitos entre
febrero y abril, cuando empieza el crecimiento vegetativo el cual
proporciona la cantidad de nutrientes necesarios para el éxito del parto y la
lactancia. Se supone que las manadas de estos organismos se desplazan
hacia los lugares mas calidos (huyendo de la nieve) durante el invierno,
bajando desde los pinos en la parte del observatorio hacia los cafiones por el
lado del desierto. Asi mismo, también se tiene reportado que las hembras
cuando van a parir buscan los lugares mas éptimos como refugio, el cual los
proteja de los depredadores y el frio. Sin embargo, durante el trabajo de
campo en este estudio, se encontraron excretas muy chicas en la nieve
durante el invierno a los 2700 mts (diciembre de 1997) lo cual es indicativo
de la posible presencia de corderitos. Por otro lado, los ejidatarios y
personas aledafas al area de estudio también nos indicaron que ellos han
observado corderitos entre las manadas al final del verano y durante el
otofio (1998). Asi mismo, durante el trabajo de captura de borrego cimarron
en esta misma area de estudio (durante noviembre de 1999) realizado por
Jim DeForge y el Dr. Roberto Martinez, se detectd la presencia de un
corderito con su madre, teniendo entre 3 y 4 meses de edad

aproximadamente. Estos datos, relacionados con los obtenidos en este
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estudio nos indican que se presentan organismos reproductivos la mayor

parte del afio en la sierra San Pedro Martir llegando a presentar dos
periodos de nacimientos.

Los expertos en la reproduccién de los animales han documentado
que la mayoria de las especies silvestres tienen una estacion de
apareamiento que se inicia cuando el medio permite una mejor
sobrevivencia de los neonatos, estos patrones se han desarrollado a través
de la seleccidbn natural de muchas generaciones. Los patrones de
reproduccion estacional van desde especies que tienen un periodo estrual al
afio (monoestro) a especies que tienen una serie de ciclos estruales, como
lo es el borrego cimarrén, limitados a una época del afio (poliestros
estacionales) (Bearden, 1982). De igual manera Bearden en 1982 y Hafez
en 1996 documentan que el apareamiento se limita al tiempo del estro, en
el que coincide con la ovulacién y que la duracién del estro depende de la
especie y varia ligeramente de una hembra a otra de la misma especie, la
duracion del estro y el momento de la ovulacién también varian de acuerdo
con factores internos y externos.

Dadas estas caracteristicas y los resultados obtenidos en los cuales se
presentan elevaciones de los niveles de estradiol y testosterona durante la
mayor parte de afio, tenemos que esta poblacion de borrego cimarrén no
sb6lo se aparea durante una época del afio, si no que se sincroniza de tal
manera que cuando unas hembras acaban de parir las otras hembras

empiezan a entrar en celo y a aparearse. Estos datos se confirman con los
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que obtuvieron Lincon y Short en 1980, encontrando un aumento de los

niveles de testosterona en sangre en borregos, durante el verano, como
resultado de la preparacién de los organismos para el celo; periodo que esta
muy estrechamente relacionado con el estado nutricional, peso corporal, y
las concentraciones periféricas de testosterona, estradiol y progesterona.
Los resultados encontrados podrian estar indicando la presencia de un
cambio en las poblaciones de borrego, en las sierras de Baja California,
cambio que consiste en desarrollar mayores estrategias de sobrevivencia, lo
cual lleva a modificar tanto sus habitos reproductivos como sociales. Este
cambio puede ser debido a las presiones que ejercen los diferentes factores
ambientales asi como también los generados por el ser humano, dichas
presiones obligan a los borregos a adecuarse a sus nuevas circunstancias.
Un ejemplo de como se afecta o se propician cambios en la estructura
social asi como también en la actividad reproductiva de la poblaciéon de
borrego cimarrén lo representa la caceria ya que lo que provoca, al
gjercerse .una remocién de los machos adultos con las mejores
caracteristicas reproductivas (o individuos con mayor vigor genético), por
ejemplo mayor talla corporal, cornamenta bien desarrollada, mayor
habilidad de combate, etc. que son los individuos predominantemente
reproductivos, es que los machos se reproduzcan a edades mas tempranas,
es decir sin que aln alcancen su maxima expresién en las caracteristicas
reproductivas, lo que también lleva a modificar sus hdbitos sociales

permitiendo con ello la integracién de los individuos mas jovenes en el
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cortejo reproductivo.




CONCLUSIONES

€ Los inmunoensayos son de facil aplicacion y proporcionan una (til
alternativa para estimar la proporcién de individuos y tasa reproductiva de
una poblacioén silvestre en estudio.

€ se logré estimar la proporcion de sexos del borrego cimarrdn, siendo
311:294 (macho:hembra) teniendo 1.05 macho por hembra.

€ Se logré establecer la dindmica reproductiva de la poblacién en estudio.
4 Se detectaron organismos reproductivos durante la mayor parte del afio
en la sierra San Pedro Martir.

€ En altitudes por arriba de los 1500 mts es donde se presenta una mayor
actividad reproductiva a lo largo del afo del borrego cimarrén en la sierra
San Pedro Martir.

@ El método utilizado en el presente trabajo, es una herramienta basica y
sistematica que permite obtener resultados que pueden ser comparados con
otros, en los lugares donde se aplique este método.

# La utilizacion de las evidencias indirectas (en este caso excretas), es una
alternativa para evaluar el estado reproductivo del borrego cimarrén asi

como de otras especies de importancia cinegética.
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RECOMENDACIONES

€ Es de suma importancia que se realicen mas estudios sobre la biologia de
las poblaciones silvestres, ya que éstos son la base para la aplicacién en el
manejo y su conservacion.

4 La informacion generada sobre la biologia del borrego cimarrén debe de
ser comparada entre las diferentes poblaciones o sierras, para obtener un
estudio sistematico y poderlo aplicar adecuadamente en su manejo.

@ La aplicacion de los inmunoensayos (método de ELISA) deben de ser

considerados en los estudios de las especies silvestres en la regién.
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ANEXO 1. PREPARACION DE LAS SOLUCIONES UTILIZADAS EN El
ENSAYO.

Las soluciones se fueron preparando de acuerdo con la cantidad que
se requeria para cada numero de analisis.

vV PARA EL ESTANDAR DE LAS HORMONAS.

Estradiol y progesterona.

100mg===-~ 0.1grs=—-= iml
img----- X =0.001ars en 1ml de CI/M.

Testosterona.

250mg----- 1ml testosterona
50mg----- X =0.2ml=200 microlitros de testosterona en 1ml de CI/M.

La dilucidn de los estdndares y los anticuerpos (E, P, T) se realizaron
comenzando con 50 microlitros (ul) de cada uno o mas 50ul de PBS, y se
fueron agregando de pozo en pozo de la siguiente manera :

1/2 (50ul de Ag 6 Ab mas 50ul de PBS)=>1/4 (50ul + 50ul de PBS)=> 1/8
(50ul + 50p de PBS)=1/16 (50p + 50pul de PBS)=1/32 (50ul + 50ul de
PBS)=1/64 (50ul + 50ul de PBS)=1/128 (50u! + 50ul de PBS)=1/256 (50l
+ 50ul de PBS).

Para la dilucién del segundo anticuerpo (IgG anti-conejo conjugado con
fosfatasa alcalina diluida 1000 veces).

5ul de Ab + 45ul de PBS =50pl de 1:10
10 veces 5pl de los 50pul + 450ul de PBS =500pl de 1:100
100 veces 5pl de los 500ul + 4500ul de PBS =5000pl de 1:1000

v PBS 0.01M fosfato de sodio (buffer) PH 7.2

-0.9% NaCl----- .9% =1000m|----- 1t = 9grs
-Na2HPo4 (basica)
-NaH2Po4 (acida)

Para 1 litro =1.42 gr. de solucién basica
Para 1 litro =1.38 gr. de solucién acida
y .9 gr. de NaCl para cada una.

La solucién basica se ajusto a un PH de 7.2 con la solucién &cida, y ya una



vez obtenido se le agrego 0.875ml de Tween 20, ya que aumento el
volumen a un total de 1250ml con el ajuste del PH. Finalmente se le
agregaron 10 gotas de cloroformo para que la solucién no se contaminara y -
durara por mas tiempo.

CALCULOS :

Solucién basica

1,42 grs =X----- 0.01 para 1 litro.

Solucién acida

Peso molecular =138.0----- 1N
1.38 grs =X----- 0.01 para 1 litro.

v TWEEN 0.05% en PBS

70%----- 0.05 saturacion de la solucién Tween
70%----- 100
0.05%----X =.07ml
.07ml de Tween----- 100ml de solucién

0.7 =X------ 1000ml
1000mI de solucion----- 0.7ml de Tween
1250ml de solucién----- X =0.875ml

Y BUFFER DE DIETALONAMINA.

-10% de dietalonamina (9.7ml) o 10 gr.

-0.02% NaN3 para que no se contamine la solucién =0.02 gr.
-0.5 milimolar (mM) de MgCI2.6H20.

- Agua destilada.

Se ajusta el PH a 9.8 con HCI.

CALCULOS :

Peso molecular de MgCl =203.30

203.30 gr.==---- 1 litrg==== 1000 mM (1M)
0.10grs=X--------- 0.5mM

0.10 gr.----- 1000 ml

0.01grs =X----100 ml




v SOLUCION DE TRATO (P-nitrofenilfosfatasa).

Una tableta de 5mg disuelta en 5 ml de buffer de dietalonamina.

vV SOLUCION PARA DETENER LA REACCION.

NaoH 3M
Peso molecular =40.00

Para 300 ml
PM gr. (vol. Lt)=gr./Lt (M)=gr.
40.0 gr. (0.3 Lt)=12 gr./Lt (3M)=36 gr.

v SOLUCION PARA RE PENDER LAS MUESTRAS UNA VEZ
EVAPORADAS.

-Cloroformo/Metanol 2:1
para 60 ml son :
40 ml de cloroformo y 20 ml de metanol.

CALCULOS :

Para 60 ml----- 40 ml de cloroformo
250 ml----X =166.66 ml

Para 60 ml----- 20 ml de metanol

250 ml----X =83.3 ml

Con todas la pruebas y cambios que se presentaron se opto por
utilizar los anticuerpos a las diluciones de 1/128, ya que como se comprobd
es viable, dado que los valores que se obtuvieron en las lecturas son altas
comparadas con el estandar, ademas de que se realizaron algunos calculos
de cuanto se gastaria de anticuerpo de acuerdo a la dilucién utilizada, siendo
los siguientes :

Para la diluciéon de 1/32 partiendo de 50pl se obtienen 1600ul, los cuales
alcanzarian para 3.2 pruebas, ya que para cada prueba se ocupan 500ul
(50p! en 10 pozos), por lo tanto :

50ul-----1600pl
1000pl =1ml (1 frasco)--=--- X =32,000ul
y en 3 frascos serian 96,000pul

-y si para



1000pl =1ml (1 frasco)------ X =32,000pl
y en 3 frascos serian 96,000ul

-y si para

1600pl----- 3.2 pruebas
32,000ul----- X =64 pruebas

y dado que son alrededor de 740 pruebas en total
32,000pl----64 pruebas
96,000pl----X =192 pruebas

por lo que para las 740 pruebas se utilizaria en total :

96,000pl----192 pruebas
370,000ul =X=-=-- 740 pruebas

lo cual equivaldria a casi 13 frascos de anticuerpos

1000p! =1ml-----32,000pl
11562.5ml =X-----370,000l

A la dilucién de 1/64 :

500ul~~=-= 1 prueba
3200pl-=-=-- X =6.4 pruebas

50p-----3200pl
1000pl----X =64,000yl

que en tres frascos serian : 192,000ul

3200pl----6.4 pruebas
64,000pl----- X =128 pruebas

64,000pl----128 pruebas
192,000pl----- X =384 pruebas con 3 frascos de anticuerpo.

Para la dilucién de 1/128 :

500ul----- 1 prueba
6,400pl-----X = 12.8 pruebas

50pl-----6,400l
1000pl-----X =128,000u




