CAPITULO 6. PROCEDIMIENTOS MENORES DE MANIPULACION

A. Antecedentes

En las dltimas dos décadas, el surgimiento en la ornitologia de la inmunologia, la
endocrinologia, y la genética ha incrementado la necesidad para la colecta de sangre y otros
fluidos, plumas y tejidos de las aves. Las nuevas tecnologias y métodos facilitan resolver las
dudas sobre cada aspecto de la vida de las aves utilizando informacién obtenida de
muestras tomadas de aves silvestres. La mayoria de estos procedimientos tales como la
inyeccidn experimental de implantes de hormonas y medicamentos, la reproduccion de
vocalizaciones grabadas, y la utilizacion de sefiuelos han sido por mucho tiempo
herramientas fundamentales para los ornitélogos y se consideran manipulaciones menores
en aves. Las manipulaciones menores son procedimientos que se consideran menos
invasivas que la cirugia y la administracién de anestesia. Sin embargo el término “menores”
se refiere a la naturaleza de la manipulacién y no a los impactos potenciales. Todos los
procedimientos que se discuten en esta seccién tienen el potencial de tener impactos serios,

incluyendo la muerte.

Existe un nimero de temas subyacentes para cada uno de los procedimientos que se
discuten. Primero, cada técnica o procedimiento debe ser apropiado para la investigacion y
metas cientificas. Segundo, existe la necesidad de entrenar y/o practicar con estas técnicas
y el entrenamiento debe ser documentado. Tercero, en muchos casos se necesita de
supervision veterinaria, y por ultimo, los permisos y aprobaciones necesarias deben de ser

obtenidos antes del inicio de la investigacion.

Si estas actividades involucran la manipulacion del ave, se requiere de permisos federales
(v generalmente estatales); para especies en peligro se necesitan permisos incluso cuando
las aves no vayan a ser manipuladas (vea la Introduccidn y el sitio de internet de Permisos

del Consejo de Ornitologia). Se requiere la presentacion del protocolo de investigacion para

su aprobacion por un Comité Institucional de Cuidado y Uso Animal (IACUC), para todos los

procedimientos aqui descritos.

Para todos los procedimientos que se tratan aqui, el tiempo de manipulaciéon debe de ser el
minimo, especialmente con aves en reproduccién. Si se necesitan rutinariamente periodos
mayores a unos cuantos minutos, como cuando el muestreo es complejo, entonces se
necesita una justificacion en el protocolo presentado al [IACUC y este debe de ser apropiado
para los objetivos cientificos. Adicionalmente los investigadores deben de estar preparados
para realizar la eutanasia a las aves que sean lesionadas durante el proceso de
manipulacién y muestreo, y que no puedan ser llevadas de inmediato al veterinario (o a
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algtiin centro de rehabilitacion animal acreditado) y tengan una lesion severa tal, que en
comparacion a una lesién humana, ocasionaria molestia y dolor considerables (vea la
seccion en Manipulaciones Mayores sobre los métodos apropiados de eutanasia). El
protocolo al IACUC debe describir los métodos de eutanasia que se utilizarian de ser

necesarios.

B. Aves silvestres estudiadas en cautiverio

Muchos estudios que implican manipulaciones menores pueden ser hechos en campo, pero
otros requieren que las aves silvestres sean sujetas a cautiverio. Las aves silvestres
utilizadas en estudios en cautiverio deben de estar tan saludables y tan libres de trauma
como sea posible cuando son introducidas inicialmente. Los investigadores deben
determinar las condiciones de alimentacién y alojamiento apropiadas, y deben de incluir las
necesidades sociales y de comportamiento de las aves (vea seccidon en Alojamiento y
Cautiverio). Se recomienda consultar con otros investigadores o zooldgicos que hayan
mantenido la misma especie o especies similares en cautiverio. Consulte con la Asociacién
Americana de Zoolégicos y Acuarios (AZAA) los estandares especificos de alojamiento y
manejo de la especie. Mantener algunas aves en cautiverio antes de capturar todas las que
necesita para el estudio, puede ayudar a determinar sus condiciones especificas. Un periodo
de aclimatacion al cautiverio permite a las aves adaptarse al nuevo ambiente, y asegurar
que los resultados de su estudio no sean afectados por el estrés resultante de la captura y
cautiverio. También da tiempo al investigador de identificar y abordar temas de salubridad
que emerjan durante el periodo de adaptacion. Los estudios demuestran que las
paseriformes requieren de tres a cuatro semanas para adaptarse al cautiverio antes de que
inicien los experimentos (Cockren, et al. 2008; Hull et al. 2007; Wingfield et al. 1982). La
masa corporal generalmente disminuye después de la captura, y los niveles de hormonas
metabolicas y reproductivas en plasma son frecuentemente anormales. Wingfield et al.
(1982) demostraron que la corticosterona disminuy6 después de un periodo de adaptacion
de dos a tres semanas en los gorriones corona blanca (Zonotrichia leucophrys) mantenidos
en jaulas pequefias con otros individuos. Sin embargo, Marra et al (1995) encontraron que
los niveles de corticosterona en aves aclimatadas por 35 dias se mantuvo alto comparado
con los Zonotrichia silvestres recientemente capturados. Después de tres a cuatro semanas,
la masa corporal regresa los niveles previos a la captura y los niveles de hormona se
estabilizan. Se sabe que el estrés por manejo incrementa la hormona de estrés
corticosterona (Hull et al. 2007; Cockren et al. 2008), y también que el estrés de manejo

puede afectar al sistema inmunolégico del playero artico (Calidris canutus) por periodos
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cortos de tiempo (Bueler et al. 2008) y afectando principalmente la distribucién de glébulos
blancos en el cuerpo (Dhabher 2009).

Las aves mantenidas en cautiverio por periodos prolongados, pueden no ser aptas para
liberarse. En muchos casos los permisos y reglamentos federales o estatales prohiben su
liberacion. Ademas, la sobrevivencia de las aves puede ser afectada por los cambios en
condicion corporal y comportamiento que ocurrieron durante el estudio. Por ejemplo, las
aves deben de ser mantenidas en jaulas de vuelo para permitir que los musculos del vuelo
se ejerciten y deben ser alimentadas con alimentos naturales que imiten las condiciones
naturales de forrajeo. Las aves deben de ser liberadas en el mismo tipo de habitat en el que
fueron capturadas. La liberacidn de aves sujetos de estudios en cautiverio podria plantear
un riesgo a las poblaciones silvestres. Todas las aves deben de ser revisadas para
enfermedades previo a su liberacion, particularmente si fueron alojadas en instalaciones
donde se alojaba a otras especies. Si los permisos no permiten la liberacion, o si las aves no
estan en condiciones de ser liberadas, pueden ser mantenidas en cautiverio para otra
investigacion si las circunstancias lo permiten. De otra manera se requiere que sean
sacrificadas. En tal caso, contacte a un museo o coleccion didactica para hacer arreglos y
donar los especimenes para estudios futuros. Vea el anexo sobre preparacién de aves para

donacion a museos.

C. Colecta de muestras de sangre

Efectos del muestreo en la sobrevivenciay el comportamiento

Los métodos especificos para colecta de muestras de sangre de aves han sido revisados por
Morton et al. (1993) y Campbell (1994). Existen muchos recursos disponibles sobre las

técnicas apropiadas para la toma de muestras de sangre, incluyendo un video instructivo
demostrando la colecta de sangre, que se encuentra disponible en el National Wildlife
Health Center. Sin embargo, las técnicas de colecta de sangre, incluyendo la manera
apropiada de sostener el ave, detener una hemorragia, y reducir el estrés, deben de ser
aprendidas trabajando directamente con un instructor con experiencia, tal como un
veterinario u ornitélogo experimentado. El investigador puede utilizar estas técnicas sin
supervision, solo después de suficientes practicas bajo la guia de un maestro con

experiencia.

Sheldon et al. (2008) proporcionan la revision de literatura mas exhaustiva a la fecha, sobre
los efectos potenciales del muestreo de sangre. Existen huecos considerables de

informacion sobre los impactos de la colecta de sangre, tales como los impactos en aves en
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desarrollo o aves tropicales. En especies semi-cautivas o libres, la colecta de sangre ha
demostrado no tener efectos sobre la sobrevivencia (Raveling 1970; Wingfield y Farner
1976; Bigler et al. 1977; Gowaty y Karlin 1984; Frederick 1986; Dufty 1988; Hoysak y
Weatherhead 1991). Brown (1995) encontré que la colecta de muestras de sangre de la
vena yugular en polluelos de gaviota de Delaware (Larus delawarensis) de 9 dias de edad,
no tenia efecto en las tasas de sobrevivencia a los 21 dias, y la tasa de abandono del nido
por los adultos tampoco se vi6 afectada. Lanctot (1994) determiné que la extraccién de
hasta 0.05ml de sangre de la vena yugular de polluelos de playerito canela (Tryngites
subruficollis) en las primeras 24 horas después de la eclosidn, no tenia efectos en el
crecimiento o en la sobrevivencia al primer vuelo. Mas aun, la ocurrencia de hematomas en
la yugular de algunos polluelos, no afecto su sobrevivencia. Adicionalmente, Schmoll et al.
(2004) encontraron que el muestreo de sangre no afectaba el éxito de los volantones de
carbonero garrapinos (Parus ater), sin embargo, con polluelos es mas importante la
deshidrataciéon que la pérdida de sangre, de manera que los investigadores deben proveer
fluidos a las aves si es posible. Los liquidos muy calientes o muy frios pueden conducir a
problemas adicionales, tales como estrés por frio o calor. Demasiados fluidos aplicados de
manera intravenosa pueden resultar en una reduccién muy grande del volumen del
hematocrito (la parte de la sangre compuesta de glébulos rojos) o s6lidos totales del plasma
(Wicks and Schultz 2008).

No obstante, en un estudio estadisticamente riguroso utilizando comparaciones controladas
de golondrina risquera (Petrochelidon pyrrhonota) muestreadas y no-muestreadas, Brown y
Brown (2009) encontraron que el muestreo reducia la sobrevivencia anual durante el
primer afio después del muestreo. La sobrevivencia aparente de 2,945 aves muestreadas
durante los mas de 20 afios de estudio se redujo entre un 21% y un 33%, dependiendo de la
cantidad de sangre extraida. Las muestras de sangre variaron de un 0.3% a 1.2% de la masa
corporal del ave. Las aves no muestreadas incluidas en el analisis de sobrevivencia fueron
capturadas y manipuladas en los mismos sitios, al mismo tiempo, y de la misma manera que
las aves muestreadas, excepto que no fueron sometidas a un falso muestreo, esto es, no
fueron sostenidas en la postura en la que se sangra a un ave. Los mismos cuatro
investigadores llevaron al cabo el muestreo durante el periodo del estudio. La
sobrevivencia también fue afectada por la fumigacién de las colonias para controlar los
parasitos del nido, aunque las tasas de sobrevivencia fueron mas altas para las aves en
colonias fumigadas, el efecto del sangrado fue mayor entre las aves en colonias no

fumigadas.
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Estos resultados pueden tener una aplicacion limitada a otras especies por el hecho de que
los muestreos de sangre en este estudio fueron hechos con una venopuncidén braquial en
una especie que se alimenta al vuelo y que vuela la mayor parte del dia. Brown y Brown
(2009) admiten la posibilidad que los hematomas que resultan de la venopuncién braquial
puedan ser un problema por esta misma razén. Un comentario muy detallado de Voss et al.
(2010) hace notar también que el estudio de Bomberger y Brown (2009) fue el primero en
una especie aérea, con tasas metabodlicas de masa especifica mas altas, y una demanda mas

alta de oxigeno en los glébulos rojos circulantes.

Puede haber efectos subletales o de corto plazo que alteren las formas de comportamiento
o la fisiologia, y que generalmente no se evaluan, particularmente si se llevan al cabo
multiples procedimientos de diferentes tipos en cada individuo. La manipulacién y
muestreo de sangre repetido en aves, ha demostrado tener efectos subletales a largo plazo
(van Oers y Carere 2007). Individuos de carbonero comun (Parus major) manipulados siete
veces y sangrados cinco, tuvieron una tasa de respiracién mas alta y se comportaron mas
dociles treinta dias después que los carboneros que fueron manipulados tres veces y
sangrados una, lo que sugiere que la manipulacion repetida puede ocasionar cambios de

comportamiento y fisiol6gicos de largo plazo.

Las actividades normales de alimentacion e incubacién, muda y habilidad de migrar,
también han mostrado no verse afectadas por el muestreo de sangre (Wingfield y Farner
1976; Frederick 1986). En resumen, la colecta de sangre efectuada de manera apropiada en
aves silvestres, no ha mostrado afectar los patrones de comportamiento o reproduccién en

aves silvestres.

Cantidad de sangre

En ediciones anteriores de estas Guias, se especificaba que “como norma general no se
debia colectar mas de 2% del peso corporal del animal en un periodo de 14 dias, o no mas
del 1% en cualquier muestreo (McGuill y Rowan 1989). Para un ave de 10g, la maxima
cantidad seria aproximadamente 100pl de sangre entera, o de uno a dos tubos capilares de
70ul, para un ave de 50g la cantidad maxima seria aproximadamente 500ul de sangre
entera u ocho tubos capilares de 70ul”. Una lectura mas cuidadosa de McGuill y Rowan
(1989) sugiere que una sola toma de sangre no debe incluir mas del 15% del volumen total
de sangre, en lugar de la norma general ampliamente utilizada en estudios de laboratorio,
que asumia que el volumen total de sangre era el 10% de la masa corporal, y que el 10% del

volumen de sangre podia ser extraido sin dafios al animal. De hecho, el volumen total de
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sangre puede ser menos del 10% de la masa corporal. Voss et al. (2010), teniendo en cuenta
los resultados del estudio de Bomberger y Brown (2009) del impacto del muestreo de
sangre en golondrina risquera, sugieren una metodologia variada. Ellos sugieren, tal como
lo hicieron McGuill y Rowan (1989) que “Un método mas conservador para determinar con
seguridad los volumenes de sangre extraibles, incluye el calculo del volumen de sangre
promedio para la masa corporal sin grasa de esa especie y limitar el volumen de la muestra
a menos del 10% del volumen total de sangre”. Voss et al. (2009) reconocieron que el 1% de
la masa corporal es una medida facilmente adoptable para trabajo en campo, pero que urgia
que se desarrollara investigacion adicional que fuera mas conservadora y apropiada para
tomar en cuenta las variaciones estacionales e individuales en la composicion corporal. Este
método mas conservador también podria proporcionar una medida de seguridad para
animales que se estudian en libertad, ya que poco después de haber sido muestreados, a
diferencia de los animales de laboratorio, tendran que buscar su alimento y escapar de los
depredadores cuando sean liberados. Ademas, el método mas conservador puede abordar
el hecho que algunos individuos tendran menos volumen e sangre que otros. Una
consideracidn adicional puede ser la manera de alimentarse de la especie y la demanda de
oxigeno a los glébulos rojos circulantes. Las especies con tasas metabdlicas mas altas, tales
como colibries, pueden ser mas susceptibles a la pérdida de sangre. Voss et al. (2010)
también sugieren que los investigadores tomen en cuenta las variables ambientales que
pueden afectar la sobrevivencia después del muestreo de sangre. Especificamente,
mencionan considerar la temperatura y humedad, que puede hacer mas dificil para las aves
compensar los efectos fisioldgicos del muestreo. Finalmente, también proponen que se
disminuya el volumen de sangre extraida cuando el ave enfrente factores estresantes
adicionales, tales como infestacion de parasitos severa, o durante periodos de demanda
energética adicional tales como migracién o reproduccién. Adicionalmente, sugieren ajustar
el volumen de sangre a extraer, a que refleje la masa corporal sin grasa de un individuo mas
que el promedio de la especie, lo cual puede ser util cuando el promedio del volumen de

sangre de una especie se desconoce.

Seleccion de métodos

Una de las consideraciones mas importantes para la toma de muestras sanguineas, es el
sitio de donde se va a colectar la sangre (Sheldon et al. 2008). Existen muchos factores a
considerar inicialmente cuando se selecciona el método de colecta de sangre, que incluyen:
(1) de qué manera se utilizara la sangre, y en qué cantidad se necesita, (2) si se necesita la

sangre completa, suero o plasma, (3) si se necesita sangre de la medula o de la periferia, (4)
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el dominio de varias técnicas de extraccidon de sangre por parte del colector, y (5) cualquier
consideracion de orden estructural, fisiol6gicos, de comportamiento o ecoldgico de la
especie de ave que se va a muestrear. Todas estas son consideraciones muy importantes
que deben de hacerse antes de seleccionar el lugar apropiado para la colecta de sangre. El
sitio de la colecta es importante no solo porque tiene diferentes impactos en las aves; sino
porque también impacta las variables biologicas que se miden. Adicionalmente, tal como lo
mencionan Sheldon et al. (2008), se requieren diferentes técnicas de manejo dependiendo
del sitio de extraccion de sangre. Las técnicas de colecta de sangre incluyen el uso de una
jeringa para la obtencién de sangre de la vena yugular, seno venoso occipital, de la vena
ulnar en el ala, o punciones al corazén (vea también Dorrestein 1978; Vuillaume 1983). Si
el animal no se va a sacrificar o incapacitar como parte del experimento, entonces el

volumen de sangre a extraer es un tema importante (McGuill y Rowan 1989).

Puede haber razones cientificas por las cuales la extracciéon de sangre medular sea
necesaria. La sangre medular se obtiene de una puncién al corazén por la ruta furcular o a
través del esterndn. La justificacion cientifica para emplear este método debe de ser muy
convincente, ya que la utilizacién de esta técnica puede resultar en una debilitacion severa o
la muerte, especialmente en especies pequeiias, aunque la puncién a través del esternén no
produjo mortandad o debilitamiento en varios grupos, incluyendo paseriformes (Utter et al.
1971). Esto puede ser resultado de la estructura del corazén; a través de la region furcular,
la aguja puede pasar sin advertirlo por la aorta u otro vaso sanguineo mayor, antes de
entrar al corazon y por eso ocasionar dafios irreparables, es dificil juzgar donde entra la
aguja al corazdén y determinar qué tipo de sangrado o dafio puede ocurrir como resultado
de emplear esta técnica. En estudios terminales, donde las aves estan bajo anestesia, el
desangramiento puede ser utilizado para sacar sangre y para hacer la eutanasia, cuando se
utiliza en adicion a otros agentes o métodos (Guias de AVMA 2007). Este método debe de

ser efectuado solo por investigadores altamente capacitados o veterinarios.

Cuando se requiere de cantidades mayores de sangre, se prefiere cominmente la vena
yugular. Ahi no se generan hematomas tan facilmente como en la vena braquial. Los
hematomas que ocurren como resultado de la extraccidn de sangre, representan una
pérdida adicional de sangre que se tiene que considerar cuando se extraen muestras
maximas de sangre. Ademas, los hematomas pueden ser dolorosos, especialmente si estan

localizados sobre o junto a una articulacion.

En un sangrado de la vena yugular, es importante que se aplique la técnica correcta y que

posteriormente se haga presidn sobre la vena para evitar que contintie sangrando. Para
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alguien con experiencia en esta técnica, rara vez ocasiona problemas. Para extraer sangre
de la yugular, el colector debe de ser muy habil; ningin principiante debe de pretender
hacerlo. No se recomienda el entrenamiento en el campo con sujetos de investigacion, es
mejor aprender en un ambiente controlado, y tal vez obtener aves de una tienda de
mascotas (vea la seccion de cuarentena en alojamiento en cautiverio antes de introducir
esas aves al laboratorio, si en este se alojan o alojaran sujetos de investigaciéon). Se deben
utilizar tanto jeringas como agujas de calibre apropiado. Por ejemplo, para especies
pequeiias que pesan menos de 10g, una aguja de calibre 30 con una jeringa para tuberculina
de 0.33cc de volumen total, permite la medida de la muestra de sangre extraida en
incrementos de 0.01ml. Las muestras de sangre donde mas de una o dos gotas de sangre
seran necesitadas, se obtienen mucho mas rapido de la vena yugular que de la braquial o
femoral, y es probable que ocasionen mucho menos estrés al ave (cuando se llevan a cabo
por un individuo entrenado apropiadamente y con experiencia). El entrenamiento practico
y la supervision inicial de alguien con experiencia en ésta técnica deben de ser requisitos

para este procedimiento.

Dada la pequeia cantidad de sangre que se requiere para muchos estudios, los
investigadores pueden preferir sacar pequefas cantidad de sangre de la vena ulnar (ala) o
de vasos sanguineos en el tibio-tarso. Cualquiera de los dos proveerd una muestra de
sangre de tamafio adecuado. En especies mayores, una jeringa con aguja es apropiada. Para
especies pequefias (p.e. menos de 100g) se recomienda que la vena sea punzada con una
aguja calibre 26 o menor, y que la sangre sea colectada directamente en un tubo capilar
microhematocrito. Utilizando el tubo microhematocrito para la colecta de sangre, se
recomienda que las cantidades de un tercio a un medio tubo capilar (de 70ul para aves de
menos de 7g, un tubo para aves de 7 a 15g, y dos tubos para aves mayores). Sin embargo,
esta puede ser demasiada sangre si se hacen muestras repetitivas o las aves estan
estresadas de otra manera. El entrenamiento adecuado para sangrar de la vena ulnar es
importante, ya que es facil picar la arteria y tener un sangrado profuso. Si la aguja no se
utiliza de manera adecuada, puede ocurrir un hematoma. Los investigadores novatos deben
recibir entrenamiento de alguien con mucha experiencia para asegurar una colecta
apropiada de sangre venosa con minimo estrés. Los polluelos pueden ser mas susceptibles a

los hematomas en el tibio-tarso.

Los cortes de ufias son aceptables en campo solo para aves muy pequefias tales como
colibris, si solo se requiere de una pequeiia cantidad de sangre. Generalmente se necesita

solo cortar la ufia (Leonard 1969). Aunque el corte de uiia puede tener el beneficio
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adicional de identificar aves previamente muestreadas, no es un procedimiento aceptable

para marcar aves.

Deteniendo el sangrado

El tiempo de coagulacion para la mayoria de las aves no ha sido determinado, pero puede
ser considerado en alrededor de 5 min. Por lo tanto es necesario no retirar la presién al

area de puncién de manera prematura.

Los investigadores deben estar siempre preparados para detener el sangrado si no ocurre
coagulacion de manera espontanea y rapida. En ocasiones el sangrado se detiene por si
mismo, pero esto no debe asumirse. Debe aplicarse una presion suave y directa sobre el
area de puncién. Puede utilizarse una torunda de algodén, aunque éste puede adherirse al
coagulo y al quitarla el sangrado se reinicia. Una almohadilla de gaza no adhesiva puede
aplicarse en vez de algoddn. Generalmente estas almohadillas son algo rigidas, previniendo
buen contacto con el sitio de puncidn, especialmente en aves mas pequeias. También el ave
puede inclinarse de manera que la punciéon quede por encima del nivel del corazén. La
fécula de maiz o harina pueden ayudar en la coagulacion. Los veterinarios en ocasiones
utilizan polvo estiptico tal como Kwik-Stop® el cual es ttil para detener el sangrado de los
cortes de ufia, pero los avicultores han advertido sobre el uso de estipticos en tejidos suaves
o en sangrado por caida de plumas. No esta claro si esta preocupacion surge por la picazén
ocasionada por el estiptico, ya que no existe literatura que sugiera toxicidad u otras

reacciones adversas.

Lo mejor es prevenir la hemorragia de la vena braquial que tratar de controlarla. Antes que
se extraiga la aguja de la vena, se debe liberar la oclusién proximal de la vena y aplicar
presion sobre el sitio de insercion. Esta presion debe incrementarse al retirar la aguja.
Demasiada presion puede vaciar la vena de sangre lo que prevendria la coagulacidn. La

presion adecuada solo se aprende con la experiencia.

Muestras de sangre

Una vez que se hayan tomado, las muestras de sangre (y otros tejidos) deben de ser
preservados bajo condiciones de campo y se deben de establecer los protocolos para el
manejo de las muestras antes de colectarlas para asegurarse que la sangre no sera
desperdiciada. Debido a que los eritrocitos de las aves son nucleados y que se han
desarrollado mejores técnicas de ADN, una gota de sangre es ahora suficiente para la

mayoria de los estudios genéticos. Se han estado desarrollando técnicas nuevas cada afio
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para hacer el analisis de ADN mas econémico y facil de lograr en campo (Quintana et al.
2008). Por ejemplo, hasta el 2009, los analisis para sexado genético se apoyaban en la
variacion entre sexos del tamafio del intrén en dos genes de los cromosomas sexuales, pero
en aproximadamente el 50% de las especies de aves, el tamafio del intrén no varia entre
sexos (Griffiths et al. 1998). En el 2009, se desarroll6 una técnica que utiliza la Reaccién en
Cadena de la Polimerasa multiplexada (Multiplex PCR), que deberia funcionar para todas
las especies de aves (Hen et al. 2009). Si solo se necesita ADN, los investigadores deben

considerar el muestreo de plumas como se discute mas delante.

Repeticion de muestreos y tiempo del muestreo

La medicién de las hormonas de estrés, funcién inmune, u otros criterios fisiol6gicos se ha
vuelto una herramienta importante para establecer la salud y para medir los efectos de
varios factores estresantes ambientales y antropogénicos en aves silvestres. Tales estudios
a menudo requieren de muestreos repetidos y pueden ocasionar efectos permanentes en el
ave, o pueden afectar los valores de los indicadores bioquimicos que se estan midiendo
(Davis 2005, Pérez-Rodriguez et al. 2007, van Oers y Carere 2007).

El muestreo repetido en un periodo corto de tiempo ha sido utilizado con éxito en especies
pequeiias (Marra and Holberton 1998; Wilson y Holberton 2004) y no se ha demostrado
que ocasione impactos negativos. La captura, manejo y la restriccion son los factores
estresantes de base, se asume que para todas las aves son estresantes la captura y el manejo
(Wingfield 1994). Entre muestreos, las aves pueden ser mantenidas en sacos de tela, lo que
permite una ventilacion adecuada pero previene las lesiones si el ave forcejea. Estos sacos
deben de ser colocados en un lugar seguro y libre de riesgos, en la sombra y cubiertos del
efecto negativo directo del clima. Las bolsas para sandwich de papel pueden también
utilizarse como una alternativa desechable que puede ayudar a reducir la posibilidad de
transmision de enfermedades entre individuos y poblaciones. Las bolsas no son una forma
apropiada de confinamiento o restriccion para especies de cuello, pico o patas largas, o
toquis que pueden dislocarse las patas en las bolsas (ver discusion en Captura y Marcaje).
En cautiverio las aves silvestres sobreviven bien después de muestreos repetidos de sangre
(aun con intervalos de tres a cinco dias), y la masa corporal permanece normal (Wingfield
et al. 1982, Stangel 1986). Sin embargo los valores de hematocrito pueden reducirse por los
muestreos repetidos (Aramaki y Weiss 1961; Fair et al. 2007) y el volumen combinado de la
sangre muestreada durante un periodo de estrés no debe exceder el equivalente al 1% de la
masa corporal por muestra. Con buen cuidado, es posible tomar muestras de sangre

seriadas del mismo sitio, tal como la vena ulnar, sin crear multiples punciones. Sin embargo,
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no debe intentarse hacer colecta seriada de muestras de sangre por puncion al corazon. Se
debe tener cuidado también para asegurar que las aves en etapa reproductiva no sean
mantenidas lejos de sus nidos por demasiado tiempo. Un periodo de 30 a 60 minutos antes
o después del sangrado no representa un problema, a menos que el individuo sea separado
de una parvada, o pudiera potencialmente perder su territorio. Se recomienda la cautela del
investigador si las condiciones ambientales, luz de dia, o climaticas han cambiado durante

el periodo de retencion.

El momento del muestreo puede afectar los valores de la hormona que se esta
muestreando. Para asegurar que las muestras de sangre contienen cantidades confiables de
concentracion de corticosterona (Romero y Romero 2002), se debe de colectar una muestra
pequeiia de sangre inicialmente dentro de los primeros dos a tres minutos de la
perturbacion, incluyendo el tiempo utilizado en la captura y manejo del ave antes de la
colecta de sangre (Chloupek et al. 2009; Lynn y Porter 2008; Romero y Reed 2005; y
Romero y Romero 2002). La comparacién de la tasa de secrecion de corticosterona sobre
un periodo predeterminado de tiempo puede ser un indicador de la fuerza de la respuesta
adrenocortical aguda (Wingfield 2005).

Maneras alternativas de obtener sangre o material para estudios genéticos,
andlisis de isotopos estables y contaminantes

Otra manera de obtener ADN de aves incluye plumas (Smithe et al. 2003; Quintana et al.
2008) o cascaron de huevo para ADN materno (Egloff et al. 2009). La pulpa de las plumas se
colecta comtinmente para investigaciones genéticas (De Volo et al. 2008; Freedman et al.
2008; Hogan et al. 2008).

Recientemente una técnica menos invasiva ha sido desarrollada, y utiliza insectos
hemato6fagos (Heteroptera, Triatominae) obtenidos de aves incubadoras (Becker et al.
2006); se encontrd que la sangre colectada por este método contenia niveles de
corticosterona similares a la colectada por otros métodos (Arnold et al. 2008). Cualquier
técnica que involucre el movimiento y la introduccion potencial de una especia no nativa a

un area geografica debe de ser evaluada cuidadosamente para consecuencias no deseadas.

Las muestras fecales ofrecen un medio no invasivo alternativo a la sangre, para medir los
niveles de hormona de estrés, pero carecen de la precisiéon cronolégica de la hormona en la
sangre, y requieren una validacion extensa para corregir las tasas de alimentacidn, tiempo

de digestion y otros factores (Romero y Romero 2005)
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D. Colecta de otros tejidos

La investigacion fisioldgica y genética a menudo requiere de biopsias de tejido. Una biopsia
incluye la extraccion de células o tejidos para su examen y lo mas cominmente muestreado
(ademas de la sangre) es el tejido adiposo, musculo, higado y génadas. Muchos de los
procedimientos utilizados podrian ser considerados como cirugias, y un veterinario debe de
ser consultado en la planeacién del procedimiento. Las muestras tomadas deben de extraer
la cantidad minima de tejido necesario para la validez cientifica. Dependiendo del tejido a
muestrear, se puede requerir analgésicos o anestésicos para muestrear de manera efectiva
y humanitaria, y el investigador debe considerar maneras de cerrar la incisién (pegamento
quirurgico o sutura). Asimismo, se debe cuidar que las técnicas invasivas se mantengan
estériles durante el proceso. Revise las secciones relevantes en Manipulaciones Mayores
para mas detalle sobre técnicas de asepsia, manejo del dolor, y cierre de incisiones. La
habilidad de sobrevivencia de las aves que son liberadas después de un procedimiento de
biopsia no debe verse comprometida.

Varios estudios (Baker 1981; Westneat et al. 1986; Westneat 1986b) demuestran que la
biopsia de musculo tiene un efecto minimo sobre la condicién del cuerpo y la sobrevivencia
tanto en aves invernantes, como reproductivas. Después de una manipulacién y liberacion
rapida, las aves a menudo volvieron a sus actividades de forrajeo y reproductivas. Los
machos frecuentemente cantaban minutos después de haber sido liberados, y hasta los
polluelos muestreados no mostraron debilidad, sino que pedian alimento y fueron
alimentados normalmente por sus padres. Se encontré que incluso la biopsia del musculo
pectoral mayor no afectd la capacidad de vuelo (Westneat 1986b). No obstante, Frederick
(1986) determind que los adultos de ibis blanco (Eudocimus albus) incubando cuando se les
efectuaba la biopsia del musculo pectoral, abandonaban el nido y en consecuencia perdian
sus polluelos. Otros ibices sujetos a muestreo de sangre solamente, no abandonaron sus
nidos. La toma de biopsias musculares puede no ocasionar la muerte del ave, pero podria
afectar su reproduccion, dispersidn, tasa de recaptura, y cambios a corto plazo en la masa
corporal (Westneat 1986; Westneat et al. 1986).

Las biopsias quirurgicas de higado de ave se toman para estudios de contaminantes y para
diagnostico de enfermedades. Degernes et al. (2002) describe minuciosamente las técnicas
de anestesia y cirugia para la obtencion de biopsias hepaticas en el campo, pero observo

que los adultos sujetos a esta técnica abandonaban sus nidos.

Las plumas estan siendo utilizadas cada vez mas para analisis de isotopo estable (Hobson y

Wassanaar 2008). La colecta de algunas plumas remeras o rectrices es generalmente un
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procedimiento inofensivo, pero se debe cuidar de no extraer tantas plumas que perjudiquen
el vuelo u otras funciones esenciales; lo que no seria problema en aves en cautiverio. La
extraccion de plumas en crecimiento puede ocasionar sangrado, y la liberacién del ave debe
ser hasta que éste se detenga. Ademas, los requerimientos de energia y las consecuencias de
reemplazar las plumas colectadas en diferentes etapas no ha sido completamente
entendido. El plumoén de polluelos puede ser colectado de manera exitosa sin efectos serios
(Stangel et al. 1988; Evans et al. 2009).

Los patégenos como la influenza aviar pueden permanecer en la cloaca o el tracto
orofaringeo, desde donde puede ser raspados para obtener muestras. La colecta de
muestras por raspado en aves no se considera que tenga un impacto mayor, pero se debe
cuidar al manipular el ave y completar la técnica de manera expedita, particularmente en
los raspados orofaringeos que pueden ocasionar molestias. Debido al gran nimero de
investigadores que utilizan el raspado, se pueden obtener videos en linea para el
entrenamiento en estas técnicas. Sin embargo los videos no son sustitutos de un
entrenamiento practico con investigadores experimentados. Por dltimo, el manejo de las
aves debe de incluir precauciones de seguridad apropiadas para la salud humana cuando
estén presentes patégenos con potencial de ocasionar enfermedades serias en humanos
(Ornithological Council 2006).

E. Colecta de muestras de alimento

La obtencion de informacion acerca de la dieta de una especie en el campo es en ocasiones
un componente importante de los estudios ecologicos y de nutricion. Historicamente los
anadlisis de dieta incluian el sacrificio de aves para permitir la observacién directa de los
contenidos estomacales (Duffy y Jackson 1986; Barret et al. 2007). En algunos casos la
colecta de muestras fecales y egagrépilas puede proveer la mayor parte de la informacion
necesaria. Sin embargo, en algunas especies la materia fecal no es ttil (p.e. frugivoros). En
otros casos, tales como las aves marinas en el mar, no es posible colectar muestras fecales.
Si las aves van a sacrificarse para la obtencion de muestras estomacales, los investigadores
deben de obtener permisos especificos de colecta cientifica y seleccionar la técnica de
eutanasia mas apropiada (vea la secciéon de Manipulaciones Mayores). Adicionalmente se
deben hacer arreglos para asegurarse que los especimenes sean donados a una instituciéon

de enseflanza o coleccidon de museo, u otra instancia de estudio cientifico.

Existen varias técnicas para el andlisis de dieta que no requieren sacrificar al ave: ligaduras
de cuello, analisis fecal, andlisis de egagrépilas, bombeo o lavado estomacal, eméticos, y

meétodos bioquimicos (Rosenberg y Cooper 1990). Algunas aves marinas regurgitan el
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contenido estomacal poco después de ser capturadas, en otras sin embargo, puede ser

necesario el uso de otras técnicas.

Ligaduras al cuello de polluelos

El uso de ligaduras al cuello para la obtencion de muestras de alimento en polluelos puede
ser justificado en algunas ocasiones. Las ligaduras pueden ser utilizadas en los polluelos,
mas no en los adultos, pues es necesaria la recaptura efectiva. En tales casos, el investigador
debe de ser cuidadoso para asegurar la circulaciéon normal de sangre y la funcidn traqueal.
Existen diferentes materiales para ligar, con diferentes niveles de eficacia, p.e. las ligaduras
de cable plastico son mas efectivas y menos peligrosas (50% menos fatalidades) que los
limpia-pipas (Mellott y Woods 1993). Una variable adicional a considerar es la edad del
polluelo (Johnson et al. 1980; Poulsen y Aebischer 1995), ya que si el polluelo es demasiado
joven, los investigadores corren el riesgo de dafiarlo como resultado del manejo, pero si el
polluelo es muy grande, los investigadores corren el riesgo de que abandone el nido con las
ligaduras puestas. En muchos casos se pueden utilizar métodos menos forzados que
proporcionen los mismos resultados (p.e. andlisis fecal, Poulsen y Aebischer 1995). Se debe
tener en consideracion si el procedimiento resultara en una privacion de alimento tal que
ponga en riesgo la sobrevivencia. No solo estan los polluelos privados del alimento, sino que
los padres pueden cambiar sus habitos de alimentarlos debido a la presencia de las
ligaduras (Robertson 1973) e incluso tratar de arrancarlas agresivamente de los polluelos
(Little et al. 2009). McCarty y Winker (1991) utilizaron sefiuelos de polluelos cubiertos con
pieles recuperadas de polluelos muertos, para incitar a los adultos de golondrina
canadiense (Tachycineta bicolor) a alimentarlos; ésta técnica también funcion6 con

sefiuelos de polluelos fabricados de arcilla.

Anadlisis fecal y de egagrépilas

El andlisis fecal, ya sea de material colectado de manera oportunista, o de aves en
cautiverio, tiene la ventaja de ser una técnica no invasiva pero se limita a establecer los
componentes de la dieta del ave que sobreviven al proceso digestivo, tales como el
exosqueleto de insectos. En algunos grupos de aves, el analisis fecal puede proporcionar
resultados comparables a técnicas mas invasivas, tales como bombeo estomacal (p.e. en
aves playeras). En otras, sin embargo, el andlisis fecal puede no ser tan ttil ya que las heces
pueden no contener material identificable (p.e. de frugivoros) o las heces no se depositan

en sitios accesibles (p.e. aves marinas).
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El analisis de egagropilas ha sido utilizado en una gran variedad de especies incluyendo
aves marinas (revisado en Barrett et al. 2007) y rapaces (Redpath et al. 2001). Al igual que
en los andlisis fecales, los andlisis de egagrdpilas no son invasivos, sin embargo es una
técnica principalmente oportunista para el analisis de la dieta, que puede no prestarse al

rigor estadistico o de disefio de experimentos (Rosenberg y Cooper 1990)

Lavado de estomago y buche

Wilson (1984) y Ryan y Jackson (1986) han desarrollado una bomba para lavar los
contenidos estomacales. El estomago de las aves se llena con agua tibia administrada por un
tubo de plastico, el ave se invierte sobre un recipiente y su estomago se palpa para
estimular la regurgitaciéon. La bomba proporciona datos cualitativos y cuantitativos (cuando
menos en aves grandes) comparables a los obtenidos de aves sacrificadas, y sin efectos
adversos aparentes en varios estudios (p.e. Robertson et al. 1994). Jahncke et al. (1999)
utilizaron una bomba estomacal basada en el disefio de Wilson (1984) para muestrear las
dietas del potoyunco peruano (Pelecanoides garnotii) y reportaron que cinco de 220 aves

(2.3%) murieron durante el manejo, aunque no precisaron las causas de la muerte.

Hess (1997) utilizé el lavado estomacal con solucién salina en carpinteros de Florida
(Picoides borealis) sin efectos aparentes en la sobrevivencia de los adultos. Gionfriddo et al.
(1995) tuvieron un éxito similar en gorriones caseros (Passer domesticus), lo que implica
que el lavado estomacal puede ser una técnica viable en granivoros y otras aves con
mollejas musculosas. Una clave para el éxito en ambos estudios fue la utilizaciéon cuidadosa
del tubo de plastico para aplicar la solucién de lavado y no perforar ni el saco aéreo ni el
recubrimiento digestivo. El conocimiento de la especie de estudio es importante para
evaluar si puede responder de manera adversa a las técnicas de regurgitacion. Ryan y
Jackson (1986) encontraron en varias especies de aves marinas, que el porcentaje de
alimento recuperado en un solo bombeo estaba correlacionado con que tan lleno se
encontraba el estomago, obteniendo entre un 70 a 100%. Los zambullidores de cualquier
especie no deben de ser sujetos a ninguna técnica de regurgitaciéon debido a las plumas en
el buche; sin embargo sus egagrdépilas pueden ser utilizadas para el analisis de dieta (Jordan
2005).

Eméticos

Cuando los analisis fecales y los lavados o bombeos estomacales no son practicos ni
recomendables, se pueden administrar soluciones eméticas para obtener los contenidos del

buche. Para el propésito de éste trabajo, consideramos a los eméticos como cualquier
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sustancia quimica diferente de cloruro de sodio o soluciones salinas, utilizadas para inducir
la regurgitacion. Existen tres consideraciones mayores en la aplicacion de eméticos: tipo,
dosis y método de administracion (p.e. directa o por canula de plastico). Los investigadores
tienen un amplio rango de quimicos de donde escoger, incluyendo el emético tartarico
(tartrato de antimonio y potasio), apomorfina e ipecacuana. Debido a los efectos potenciales
de algunos eméticos, ésta técnica debe ser considerada solo con la justificacion cientifica

mas rigurosa.

El emético tartarico es la opcion mas ampliamente utilizada, a pesar de los reportes de alta
mortalidad (Zach y Falls 1976; Lederer y Crane 1978). Existen dos problemas con la
utilizacion de este emético: es toxico si se absorbe al torrente sanguineo y es dificil
determinar la dosis correcta (Prys-Jones et al. 1974). Las dosis muy bajas pueden no inducir
el vomito, permitiendo que el emético se absorba al torrente sanguineo (Herrera e Hiraldo
1976, citado en Diamond et al. 2007); las dosis muy altas pueden resultar en trauma severo

y choque (Prys-Jones et al. 1974).

Poulin et al. (1994) probaron la efectividad del emético tartarico en 3,419 aves de 137
especies de 25 familias. La dosis base fue de 0.8ml de una solucion al 1.5% de tartrato de
antimonio y potasio por 100 gr de masa corporal administrada a través de un tubo plastico.
Se obtuvieron muestras analizables en 79% de las aves y 2% fallecieron. La mortalidad en
aves de especies sensibles se redujo al bajar las dosis. Las tasas de mortalidad no difirieron
entre aves que regurgitaron y aquellas que no lo hicieron. Poulin y Lefebvre (1995)
analizaron 2,656 aves de 137 especies mas. A diferencia de Poulin et al. (1994), las dosis
basicas fueron ajustadas hacia abajo para las aves que pesaban menos de 10gr y hacia
arriba para las que pesaban mas de 40gr. Se obtuvieron muestras analizables del 73% de

las aves y el 2.6% de las aves fallecieron.

Duraes y Marini (2003) probaron la efectividad de emético tartarico en 369 individuos de
44 especies. Se obtuvieron muestras analizables de 70% de las aves y 10% fallecieron
previo a su liberacion. Las aves fueron mantenidas en cajas oscuras y ventiladas hasta que
regurgitaban, se revisaban periddicamente y se mantuvieron cautivas por un maximo de
una hora. Para evaluar mas precisamente los efectos del emético tartarico, las aves fueron
liberadas hasta que no mostraron sefiales de efectos secundarios (somnolencia,
desorientacién) y podian volar normalmente. La mortalidad fue significativamente mas alta
durante las horas de la mafiana, lo que llevo a los investigadores a sugerir que el muestreo
con emético deberia de hacerse durante las horas de la tarde, cuando las aves han tenido

suficiente tiempo de reponer las reservas que se gastan durante la noche. Duraes y Marini
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(2003) también senalaron la diferencia significativa en tasas de mortalidad para las aves
que no habian regurgitado (85% de los fallecimientos) y aquellas que regurgitaron (15% de
los fallecimientos). Esto tltimo destaca la naturaleza crucial de la exactitud de las dosis al

utilizar emético tartarico.

Carlisle y Holberton (2006) probaron la efectividad relativa de los analisis fecales contra la
administracion de eméticos al evaluar dieta de aves canoras migratorias. Las muestras
regurgitadas permitieron una evaluacién mds rapida que las muestras fecales (p.e. se
necesitaron menos muestras). Sin embargo, si se colectan suficientes muestras, el analisis
fecal produce eventualmente una evaluacion similar de la dieta. Las tasas de recaptura de

aves tratadas con emético tartarico fueron menos de la mitad de aves sin tratar.

Es importante recordar que la administracion de eméticos puede tener un efecto indirecto
que puede no ser aparente inmediatamente durante el muestreo. Por ejemplo, Carlisle y
Holberton (2006) reportaron que todas las aves tratadas con emético tartarico que fueron
recapturadas, perdieron masa. Posteriormente hicieron un experimento de dosis con junco
ojo oscuro (Junco hyemalis). Se incluyeron 18 individuos en el experimento: seis recibieron
la dosis especifica a su masa corporal (0.8 ml de una solucién al 1.5% de tartrato de
antimonio potasio por cada 100 gr de masa corporal), seis recibieron la mitad de la dosis
recomendada, y seis mas recibieron una cuarta parte de la dosis recomendada. Los 18
individuos estaban vivos entre 15 y 20 minutos después del tratamiento (el tiempo

estdndar de pre liberacién); pero a los 30 minutos, 17 habian muerto.

Johnson et al. (2002) hicieron pruebas para otro efecto indirecto de los eméticos utilizando
tasas de reavistamiento de aves canoras migratorias durante la temporada no reproductiva.
Ellos capturaron 18 chipes azulnegro (Setophaga caerulescens) de los cuales a nueve se les
administr6 emético tartarico (0.8 ml de una solucion al 1.5% de tartrato de antimonio
potasio por cada 100 gr de masa corporal, por via oral a través de un tubo plastico de
1.5mm de didmetro) y fueron liberados. De las nueve aves tratadas solo se reavisté una la
siguiente semana; siete de las aves de control fueron reavistadas durante el mismo periodo.
Johnson et al. (2002) también capturaron 74 chipes de diferentes especies, de los cuales a
61 se les administro emético tartarico. Aun cuando el tamafio menor de la muestra de aves
no tratadas, las tasas de avistamiento de éstas fue estadisticamente mayor que la de las aves
tratadas, y hasta cuando no se tiene una conclusion directa, el comparativo de las tasas de

reavistamiento sugiere un impacto.

Valera et al. (1997) analizaron la efectividad de un emético de apomorfina y reportaron

efectividad y tasas de mortalidad similares a las reportadas en los estudios con emético
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tartarico. En este estudio, solo los polluelos murieron; sin embargo las tasas de mortalidad
de polluelos resultantes de la aplicacién de apomorfina fueron menores que las reportadas
con la utilizacién de ligaduras (Johnson et al. 1980). Una ventaja que puede tener la
apomorfina es que se puede aplicar de manera repetida al mismo individuo sin efectos

negativos aparentes, y este no es el caso de los eméticos tartaricos (Zach y Falls 1976).

Diamond et al. (2007) reintrodujeron el uso de ipecacuana como emético. Recomendado
inicialmente por Kadochnikov (1967, citado por Diamond et al. 2007), la ipecacuana no ha
sido utilizada con buenos efectos, probablemente debido a lo inadecuado de las dosis. En el
estudio de Diamond et al. (2007), Se utilizaron ipecacuana y emético tartarico para evaluar
las dietas de aves de Kenia; la dosis del emético tartarico utilizada fue de 0.025 ml/gr de
peso corporal de una solucién al 1% en agua; la dosis de ipecacuana utilizada fue de
0.1ml/gr de masa corporal en una solucién en volumen de 1:20 de tintura de ipecacuana en
agua. No hubo diferencia en la eficacia de los eméticos. De 63 aves tratadas con emético
tartarico, tres (4.8%) murieron, mientras que ninguna de las 93 tratadas con ipecacuana
murid. Diamond et al. (2007) reportaron que de 44 chipes de New Brunswick adicionales
tratados con ipecacuana, todos regurgitaron y no hubo evidencia de efectos negativos en las
aves. Ademas de ser menos toxico que el emético tartarico, la efectividad de la ipecacuana
depende menos de la dosis de emético que se les administra a las aves. Dado que la
ipecacuana parece ser cuando menos tan efectiva como el emético tartarico, deberia de ser

considerada como el emético para los estudios de andlisis de dieta.

Los métodos bioquimicos de analisis de dieta incluyen el analisis de isotopos estables y
analisis de las firma de los acidos grasos. El analisis de la firma de acidos grasos cuantitativa
es principalmente adecuada para evaluar las dietas de organismos marinos y se basa en el
hecho que los depredadores tienden a almacenar las marcas de los acidos grasos de sus
presas en el tejido adiposo (revisado en Barrett et al. 2007). Estos tejidos pueden ser
muestreados sin ser destruidos utilizando biopsia (descrita posteriormente). El analisis de
acidos grasos permite una determinacion mas precisa de la dieta que el analisis de isotopos
estables, pero utilizadas en conjunto pueden proveer una herramienta poderosa para la

evaluacion de las dietas.

F. Alimentacion forzada

Las investigaciones nutricionales pueden requerir la alimentacion forzada de sujetos
experimentales (generalmente en cautiverio). La alimentacidn utilizando un tubo de hule
suave o un tubo metalico atraumatico del tamafio adecuado, y volimenes de alimento que

son apropiados para el tamafio del ave, es seguro y efectivo. Murphy y King (1986)
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encontraron que la alimentacion forzada insertando un tubo por el es6fago, podia lesionar
en algunos casos. El alimento tiene que ser proporcionado como una solucién espesa y la
regurgitacion puede producir ahogamiento (especialmente en especies pequefias). El
sostener al ave verticalmente puede ayudar a prevenir la regurgitacion. La insercion del
tubo de manera inadecuada puede también lesionar las paredes del es6fago, la coana (la
abertura en el paladar) y la traquea. El alimento en la tradquea puede ser broncoaspirado y
ocasionar neumonia o la muerte por ahogamiento. Como alternativa, Murphy y King (1986)
sugieren alimentar el alimento en forma de pelotita, colocandolas directamente en la
faringe con un forceps, e induciendo la deglucién por reflejo. La mortalidad se reduce casi a
cero y las pelotitas regurgitadas no conducen al ahogamiento; sin embargo el uso de éstas
toma mucho mas tiempo que la alimentacién entubada. Los investigadores pueden solicitar
ser entrenados por avicultores con experiencia en la alimentacién por tubo a polluelos de

loro y otras aves.

G. Lavado cloacal

Los estudios de modo y tiempo de inseminacién son importantes para en analisis de
tendencias de poblacion, transferencia de informacién genética y sistemas de
apareamiento. El lavado cloacal, tanto de machos como hembras, es una técnica para
adquirir informacion acerca de la produccién y transferencia de esperma (Quay 1985, 1986
y 1987). Sin embargo Immler y Birkhead (2005) también encontraron que el esperma
puede ser encontrado en las muestras fecales utilizadas para obtener mucha informacién.
El lavado cloacal se utiliza también para la investigacion de patdgenos en la parte baja del
tracto digestivo (Brown et al. 1993; Yashkulov et al. 2008). El lavado cloacal utiliza agua
destilada o solucién salina en cantidades apropiadas para el tamafo de la especie. El agua es
administrada por medio de una pipeta de plastico desechable que se introduce en la cloaca.
Luego se aspira la mayor parte del agua de regreso a la pipeta y se transfiere a un tubo de
ensayo. La técnica se extiende en ocasiones con la implantacidon de micro esferas cloacales
(Quay 1988). Se deben de tener en consideracion el dolor y molestias potenciales que
puede ocasionar este procedimiento, y de hacerse lo debe efectuar una persona con

preparacion adecuada.

H. Inyeccién e insercion de implantes

La inyeccion de soluciones apropiadas o de implantes, ya sea subcutaneas, intramusculares,

intracolémicas, o intravasculares puede efectuarse con muy pocos efectos en la

sobrevivencia o conducta normales del ave. Algunas soluciones pueden irritar o dafiar al

sujeto si no se inyectan de manera apropiada. Los implantes pueden migrar o desactivarse
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si nos son insertados de manera adecuada. Se recomienda ampliamente que las técnicas
nuevas sean evaluadas en individuos cautivos antes de ser utilizadas en aves silvestres. El
personal que efectia el procedimiento de inyeccién o implantacién, ya sea subcutaneo,
intramuscular, intraperitoneal, o intravascular, debe de estar entrenado adecuadamente. En
los Estados Unidos, la Ley Federal de Alimentos, Medicamentos y Cosméticos establece que
los medicamentos administrados de manera legal a los animales, deben de estar aprobados
por la Administracién de Alimentos y Medicamentos, o reconocidas por expertos (p.e. de la
agencia) como seguros y efectivos. La Ley de Clarificaciéon de Uso de Drogas Medicinales en
Animales establece que el medicamento aprobado debe ser utilizado si se encuentra
disponible, pero existen pocos medicamentos aprobados para su uso en aves. Los
veterinarios, bajo ciertas condiciones, pueden utilizar legalmente medicamentos aprobados
para humanos y animales en maneras fuera de las especificadas. Por esto, el uso fuera de las
especificaciones del medicamento, debe de hacerse bajo la supervisién de un veterinario y
mantener registros adecuados de su uso

(http://www.avma.org/reference/amduca/extralabel brochure.pdf).

La inyeccion de sustancias experimentales es comun en la investigacion con aves. Las
inyecciones subcutaneas e intramusculares son sencillas en el laboratorio y ocasionan poco
trauma. Las inyecciones intravenosas requieren de ciertas habilidades. Las inyecciones
intracolémicas requieren de justificaciones mas estrictas ya que las sustancias pueden
irritar o dafiar mecanica o quimicamente las visceras. De igual manera, las sustancias para
inyectar en el espacio colémico pueden facilmente terminar en el sistema respiratorio del

ave, dada la anatomia tnica de los sacos aéreos de las aves.

Ningun estudio ha investigado directamente los impactos de las inyecciones en la
sobrevivencia individual. Sin embargo se han publicado cientos de estudios que incluyen la
inyeccion, especialmente subcutanea, que apoyan la conclusién que estas inyecciones
parecen tener poco o ningiin impacto en la sobrevivencia. Esto sin duda varia con el tipo y
cantidad de el material inyectado. Debido al nimero de tipos de inyecciones que pueden
aplicarse, no especificamos aqui una revision de cada tipo. Para estudios de largo plazo, se
requiere en ocasiones de inyecciones repetidas, que requieren de multiples capturas a
intervalos frecuentes. Esto puede en si mismo ocasionar una perturbacion en las
actividades normales, por esto, los implantes en tubos de hule, las pelotillas o bombas mini
osmoticas pueden ser utilizadas para proporcionar una administracion de largo plazo de
sustancias experimentales (hasta por varias semanas). Cuando sea posible, tales implantes

deben de ser subcutaneos, ya que los intracolémicos en ocasiones se encapsulan por tejido
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conectivo. Los implantes insertados bajo la piel del flanco o en los lados del térax, son los
mas efectivos y mas faciles de extraer después de que termina el experimento. Los
implantes colocados bajo la piel del dorso pueden reventar la piel facilitando infecciones. Es
importante que el tamafio del implante sea tal que no ocasione presién a la piel, sin
importar la ubicacién. Los implantes bajo la piel del cuello no se recomiendan ya que
pueden penetrar la cavidad toracica resultando en molestias severas en la respiracion. Las
bombas mini osméticas, hechas a la medida, para animales de diferentes tamafios o para la
administracién de sustancias por periodos prolongados de tiempo, se consiguen en
diferentes compafiias que también proveen videos de entrenamiento gratuito para el uso de
estas en roedores, y que pueden aplicarse a las aves. Al igual que cualquier técnica invasiva,
el area de operaciones y los instrumentos deben de estar esterilizados, con juegos de
instrumentos diferentes para cada cirugia de implante. Vea la secciéon de Manipulaciones

Mayores para una discusién comprensiva de los procesos de esterilizacion.

El momento de la colocacidn del implante es también importante en algunos casos. El
tratamiento de aves libres con hormonas generalmente no tiene efectos debilitantes, pero
algunos tratamientos tales como esteroides sexuales pueden perturbar el progreso
temporal normal de eventos reproductivos y asociados. Los impactos de esteroides
sexuales adicionales en aves pueden ser varios e incluyen la supresion de la funcién
inmunolégica (Duffy et al. 2000; Castro et al. 2001). Por esto, se debe de hacer todo lo
posible para retirar los implantes después del experimento. En especies que se reproducen
en altitudes o latitudes altas, la temporada de reproduccién corta permite solo muy poco
tiempo para la muda. Si esas funciones se perturban por los implantes, puede producirse la
muerte por la mala calidad del plumaje y el retraso de la migracidn. Si estos resultados son
posibles bajo las condiciones del estudio en particular, el investigador debe eliminar los
implantes de las aves experimentales y de control, ya sea extrayendo el implante o
manteniendo cautivas a las aves. Sin embargo los sujetos del experimento con implantes de
control, o implantes que ya difundieron toda la hormona, pueden sobrevivir el invierno de
la misma manera que individuos sin implantes (Wingfield 1984). Mas aun, es estrés de
recaptura puede ocasionar problemas que interfieren con los resultados y ocasionar
impactos al ave. Un elemento crucial en la evaluacién de acciones apropiadas en todo lo
mencionado anteriormente, es si el riesgo inducido por el experimento aplica

principalmente a los individuos o a la poblacién.

El campo de la inmunologia en aves silvestres ha crecido de manera significativa en la

ultima década, requiriendo de inyecciones de inmunizaciones o sustancias mitogénicas para
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medir la respuesta inmunoldgica. De manera similar, la inyeccion de agua doblemente
marcada es comun en estudios de energia en aves. Wilson y Culik (1995) encontraron que
las aves marinas inyectadas con agua doblemente marcada, diferian en sus parametros de
alimentacién (p.e. profundidad de la inmersion, angulo de inmersién y rangos de
alimentacién) de las aves no inyectadas. Los autores sugieren que los volimenes de liquido
relativamente grandes inyectados de manera intramuscular ocasionan molestias que
perduran por lo menos dos dias, lo que evita a las aves involucrarse en su comportamiento
normal de alimentacidn, y sugieren que el problema puede aliviarse realizando varias
inyecciones intramusculares mas pequefias o inyecciones intraperitoneales. Otros
implantes incluyen transmisores de radio o satelitales subcutaneos (Berdeen y Otis 2006) o
en el celoma de las aves. Esto se discute ampliamente en la secciéon de Captura y Marcaje.

I. Determinacion de la viabilidad de los huevos

Ciertos procedimientos experimentales requieren de una estimacion del nimero de huevos
dentro de una nidada con embriones viables, y la edad de estos. El quebrar los huevos tiene
efectos negativos indiscutibles en el éxito reproductivo, pero se puede justificar
cientificamente en algunos casos. Sin embargo se deben seguir otras alternativas cuando
estén disponibles. Dos de éstas, que no son invasivas, y son econémicas, son la

transiluminacion y la flotacion.

La transiluminacion implica la colocacion del huevo frente a una fuente de luz y la
estimacién o medicién de drea oscura dentro del campo de visiéon (Westerskos 1950; Weller
1956). Una estimacion mas moderna de la transiluminacion y fotografia permite una
delimitacion clara del desarrollo embridnico y esta disefiada para minimizar el tiempo de
manipulacién del huevo y el tiempo que se mantienen alejado del adulto incubante, como

consideracion al bienestar animal (Young 1988; Lokemoen y Koford 1996).

La flotacion involucra la colocacién del huevo en agua u otra sustancia acuosa a
temperatura ambiente; los huevos viables y 1a edad del embrion se determinan
dependiendo de si el huevo flota o 1a orientacion de la flotacién de los huevos (Westerskov
1950; Fisher y Swengel 1991; Walter y Rusch 1997). Por ejemplo, si el huevo tiene mas de
diez dias y no flota, no tiene un embrién viable. Devney et al. (2009) presenta resultados
que sugieren que la flotacién en agua salada, mas que en agua sola, puede proporcionar
resultados mas acertados, por lo menos en aves marinas coloniales. La flotaciéon de huevos
es util para huevos con cascarones muy gruesos o muy pigmentados como para ser
transiluminados. La preocupacion principal para el uso de la técnica de flotacién es que

puede reducir la tasa de eclosion al permitir un exceso de agua permeando el huevo. Sin
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embargo Alberico (1995) estudi6 el efecto de la flotacién de huevos y su capacidad de
eclosion en 131 nidos de avoceta americana (Recurvirostra americana) y candelero

americano (Himantopus mexicanus), y no detecto efectos significativos.

Recientemente Reiter y Anderson (2008) estudiaron la eficacia relativa de la flotacién de
huevos y la transiluminacion para la estimacion de dias de incubacién en nidos de ganso
canadiense (Branta canadensis). Ambas técnicas sobreestimaron el dia de incubacion al
inicio de ésta, y subestimaron el dia de incubacién al final de ésta. Aunque la flotacién
proporciond resultados menos sesgados, ambas técnicas proporcionan el nivel de precisién

que se requiere para la estimacién firme de los parametros de anidacién.

Los dispositivos electrénicos tales como estetoscopios doppler y audio cartuchos que
pueden detectar los latidos cardiacos del embrion o los movimientos dentro del cascaron,
pueden ser utiles pero tienen potencial limitado en el campo (Mineau y Pedroza 1986;
Tazawa et al. 1991).

J. Reproduccioén de vocalizaciones grabadas u utilizacién de otros sefiuelos

La reproduccidn a vocalizaciones grabadas del sujeto de estudio a conspecificos, es una
técnica comun en investigacién. Los llamados de depredadores, particularmente de
pequefios depredadores de nidos tales como los tecolotitos, son comunes para la atracciéon
de paseriformes. Los estudios del impacto de la reproducciéon de vocalizaciones son pocos,
pero las consecuencias de la naturaleza de los impactos potenciales pueden hacerse por el
hecho de que las aves son estimuladas a moverse como respuesta a los sonidos grabados.
Por ejemplo, las aves anidantes pueden dejar desatendidos a sus huevos o polluelos. Las
respuestas fisioldgicas documentadas incluyen un aumento en los niveles de testosterona
plasmatica en hormigueros moteados (Hylophylax n. naevioides) (Wikelski et al. 1999).
Mennill et al. (2002) determinaron que los carboneros gorrinegros (Poecile atricapillus) que
fueron estimulados con grabaciones de vocalizaciones de machos agresivos durante seis

minutos, perdieron la paternalidad de sus nidos al ponerse a competir con estos.

La reproduccién de vocalizaciones ha sido utilizada como herramienta para evaluar la
presencia y abundancia de especies (Johnson 1981; Proudfoot y Beasom 1996; Turcotte y
Desrochers 2002) y para manipular la conducta en investigaciones etolégicas y de ecologia
del comportamiento. Mas recientemente han sido utilizadas para estudiar la actividad
reproductiva (Gunn et al. 2000; Doran et al. 2005). Desafortunadamente estos estudios rara
vez evalian los impactos negativos potenciales de su uso. La reproduccion de

vocalizaciones grabadas a aves en libertad ocasiona poca perturbacion si la duracion de
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éstas se mantiene dentro de limites normales (normalmente menos de 30 min, Turcotte y
Desrochers 2002; Hahn y Silverman 2007; Celis-Murillo et al. 2009). La reproduccion de
grabaciones puede distraer a los sujetos de actividades que son esenciales para el éxito
reproductivo. Se ha demostrado que la reproducciéon de vocalizaciones (tanto de
conspecificos como de depredadores) durante la temporada reproductiva afecta
negativamente el estado de union de la pareja asi como el éxito reproductivo en algunas
aves, tales como buhos (Springer 1969; McNicholl 1978 citado en Proudfoot y Beasom
1996) y en aves canoras (Baptista y Gaunt 1997). A menos que el experimento lo requiera,
las bocinas no deben de ser colocadas cercanas a una ubicacién de nido conocida. La
sobreutilizacion de reproduccion de vocalizaciones de conspecificos y depredadores
durante la temporada no reproductiva, especialmente en dias frios de invierno, puede

ocasionar el gasto excesivo del tiempo de alimentacién para contestar a estos llamados.

Los sefiuelos vivos se utilizan frecuentemente en conjunto con las grabaciones y requieren
de atencién particular en el campo. La preocupacién por el bienestar de los animales se
debe tener tanto con los sefiuelos como con los individuos libres. Este tema se trata con
detalle en la seccién de Captura y Marcaje. De manera general, se debe monitorear de cerca
a los sefiuelos vivos para atraer halcones a redes de niebla o trampas. Evite estresar al
sefiuelo proporcionando cubierta del sol directo y para escapar de la rapaz. Un sefiuelo vivo
debe de ser observado de manera constante por el investigador. Excepto por breves
periodos de tiempo, los sefiuelos vivos deben de tener acceso a alimento y agua (Evrard y
Bacon 1998). Las aves utilizadas como sefiuelos vivos deben de estar habituadas a su
alojamiento en jaula bajo condiciones de campo por lo menos un dia antes del inicio del

experimento.

Las trampas con sefiuelo deben de ser disefiadas tanto para sistemas terrestres (p.e. Burtt
1980) y acuaticos (p.e. Anderson et al. 1980). Evrard y Bacon (1998) probaron la eficacia de
cuatro diferentes tipos de trampas para capturar patos: trampas de ingreso nadando con
cebo, trampas de ingreso nadando con sefiuelo vivo, trampas flotantes con cebo, y trampas
con sefiuelo. Los dos tipos de trampa con sefiuelo fueron mas efectivas que las trampas sin
sefiuelo. Evrard y Bacon (1998) revisaron y alimentaron a los patos sefiuelos diariamente, y
a pesar de eso, varios sefiuelos (no se proporciono el nimero exacto) y patos capturados
fueron presa de visones y mapaches. La tasa de mortalidad fue mas alta que la reportada
previamente en otros estudios utilizando trampas con sefiuelos (p.e. Anderson et al. 1980;
Sharp y Lokemoen 1987), probablemente debido a la diferencia en la comunidad de

depredadores. Ademas de las perdidas por depredadores, Sharp y Lokemoen (1987)
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reportaron la muerte de un sefiuelo en la cual éste atord el pico en un costado de la trampa
y se ahogo. Ellos también hicieron observaciones importantes sobre el desempefio superior

que tuvieron los patos de granja como sefiuelos, sobre los patos silvestres.

K. Huevos artificiales

El uso de huevos artificiales es invaluable para muchos estudios de ornitologia, permitiendo
un menor riesgo durante el trampeo y proporcionando un valor especial para el desarrollo
de los huevos (p.e. en el mantenimiento de poblaciones amenazadas). Los huevos
artificiales compuestos de varios materiales tales como madera, papel maché, plastico y
arcilla, han producido respuestas normales de anidacion. Sin embargo el reconocimiento de
los huevos varia ampliamente entre especies. En algunas especies, los individuos reconocen
los patrones Unicos de sus propios huevos (Antonov et al. 2006; Prather et al. 2007); en
otras los mecanismos de reconocimiento de los huevos son mas generales (Moskat et al.
2003). Cuando los huevos artificiales se utilizan por periodos breves, tales como durante el
trampeo, una aproximacion general de los huevos reales debe de ser suficiente. Sin
embargo cuando se pretende que los huevos artificiales sean incubados por dias o semanas,
se debe tener mucho cuidado en la imitacién de la forma, tamafio, patrén y marcas de los
huevos originales (Marchetti 2000). Las aves que dificilmente se sientan sobre huevos

ajenos o artificiales pueden abandonar el nido, lo que resulta en una pérdida de datos.

L. Manipulacién experimental del plumaje

Las maneras experimentales de alteracion de la apariencia exterior de un ave caen en dos
categorias mayores: alteracion del tamafio y forma de las plumas y otras partes del cuerpo,
y la alteracion de la coloracion de las plumas. Una de las maneras experimentales de
manipulacion del tamafio y forma de las plumas, es la alteracién de la estructura de la cola
en el contexto de probar hipotesis y predicciones acerca de la teoria de la seleccion sexual.
Probablemente la mas famosa, de Andersson (1982) acorto y alargd experimentalmente la
cola de obispo colilargo (Euplectes progne) para probar las preferencias de las hembras de
las caracteristicas sexuales secundarias del macho. Bajo condiciones de cautiverio, tales
manipulaciones no son traumaticas a menos que como resultado, el sujeto experimental
tenga dificultad para alimentarse o beber. Bajo condiciones naturales, sin embargo, es
importante asegurarse que tales manipulaciones no afecten la capacidad de vuelo u otros
tipos de movimiento. Ciertos tipos de cola larga, principalmente aquellos que parecen
existir como resultado de la presién de seleccién sexual (p.e. obispo colilargo),
comprometen la habilidad de vuelo del ave (Balmford et al. 1993; Norberg 1995). El
incremento de una cola de por si dificil de manejar, puede comprometer la salud y aptitud
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del individuo. La manipulacién de la cola puede también afectar la habilidad del ave de
moverse en habitats complejos; Romero-Pujante et al. (2005) reportaron que la
manipulacién experimental en el largo de la cola de bigotudo (Panurus biarmicus) afecté su

habilidad de moverse en los pantanos enjuncados, que son su principal habitat.

La manera actual mas comuin de manipulacion del color del plumaje es para esconder o
eliminar una caracteristica sobresaliente, por ejemplo; la utilizacion de tinte negro para
tefiir las plumas rojas del tordo sargento (Agelaius phoeniceus); y la manipulacion del
gradiente de coloracion del plumaje hacia extremos de la expresion natural de la
caracteristica, como utilizar marcadores para alterar el plumaje del pinzén mexicano
(Haemorhous mexicanus) (vea Hill 2006a, 2006b para un tratado completo sobre
coloracion de aves). Mas recientemente los investigadores han estado criando aves en
cautiverio con dietas libres de pigmentos (p.e. dietas libres de carotenoides; McGraw y Hill
2001), creando asi un grupo de aves con minima coloracién y que pueden ser tefiidos para
satisfacer las necesidades de experimentos. La ventaja de esta propuesta es que los
investigadores pueden manipular inicialmente el color del plumaje del ave sin recurrir a
aplicaciones externas mientras se mantiene al ave saludable (p.e. McGraw y Hill 2000). Los
cambios en la coloracién del plumaje no parecen influenciar las tasas de depredacién de las
aves alteradas (Stutchbury y Howlett 1995). El principal interés de bienestar animal con
respecto a la manipulacién de color del plumaje es evitar el uso de marcadores o colorantes
quimicos que puedan ser toxicos al ave. Sobre este asunto, la utilizaciéon de plumas
marcadoras es preferible sobre la pintura para zapatos, tintes para el cabello, o aceites
coloreados. Dado que las aves utilizan el pico para acicalar sus plumas, no es suficiente
evitar el pico, fosas nasales y ojos al aplicar los tintes que se sabe son toxicos (como lo

recomienda Rodgers 1986)
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