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PROLOGO

La produccién de conocimiento en disciplinas biomédicas, la conservacién
de la diversidad de nuestra fauna, la necesidad de anticipar y mitigar el impacto
del cambio climatico, entre otras actividades, todavia requieren del uso de ani-
males de experimentacion. Es decir, a pesar del gran nimero de tareas en las que
su uso ha sido erradicado y racionalizado, fundamentalmente por el avance de
métodos estadisticos, es todavia indispensable el empleo de animales en expe-
rimentacion y, en términos absolutos, su nimero crece de la mano del progreso
de la ciencia. En este marco, la tendencia actual es encarar el uso de los anima-
les de experimentacién con actitud proactiva, responsable y comprometida con
asegurar el maximo bienestar posible a los seres que son sacrificados para este
fin. Este libro es un excelente ejemplo de eso al enfocarse, con mirada honesta,
idéneay actualizada en el manejo de campo de las principales especies silvestres
autoctonas con las que se trabaja en el pais.

La Comision Honoraria de Experimentacion Animal de la Universidad de la
Republica (CHEA) ha estado preocupada en capacitar y actualizar a sus funciona-
rios (docentes y no docentes) y a sus estudiantes en las técnicas de uso y manejo
de animales de experimentacion desde su creacion en el ano 2002. Ha trascendi-
do en mucho sus cometidos al convertirse en el organismo rector a nivel nacional
de la capacitacion de los usuarios de animales en experimentacion, docencia e
investigacion a través del dictado de cursos habilitantes que cumplen los mas
altos estandares internacionales desde hace 15 afios. Con responsabilidad y vi-
sion nacional, ha coadyuvado a que Uruguay sea uno de los pocos paises en el
mundo que acredita a los diferentes niveles de usuarios de animales en experi-
mentacion mediante una formacién presencial homogénea y equivalente. Por
otra parte, muy tempranamente en su accionar, la CHEA ha reconocido dos gru-
pos de animales peculiares que representan una proporciéon importante de las
especies usadas en investigacién en la Universidad de la Republica y en el pais:
los animales productivos y los animales no tradicionales de experimentacion,
para los cuales han desarrollado politicas concretas tendientes a la elaboracién
de recomendaciones especificas, asi como al entrenamiento dirigido segun la
especializacion de sus usuarios.

La CHEA ha acuiado el nombre de Animales No Tradicionales de Experi-
mentacion (ANTE) para englobar a todas las especies de animales vertebrados
de uso poco comun en investigacion biomédica, en los que las recomendaciones
de manejo establecidas para los animales de experimentacion tradicionales no
son completamente aplicables. Los ANTE imponen al menos dos desafios inte-
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resantes a la hora de pautar su manejo: en primer lugar son, por definicién, un
grupo diverso no relacionado de especies para el que es imposible pensar en
recomendaciones generalizadas; en segundo lugar, son mayormente especies
de animales silvestres, que por tanto implican capitulos novedosos de regulacio-
nes, no previstos en las normativas tradicionales. En este libro editado por Franco
Teixeira de Mello, excoordinador, y actual representante del CURE ante la CHEA,
se propone una vision exhaustiva del uso de los ANTE en el pais a través de la
voz de investigadores uruguayos protagonistas de la generacién de conocimien-
to en el area. Luego de dos capitulos introductorios que posicionan la tematica
en el plano ético y de las regulaciones vigentes, el libro se enfoca en el manejo
de campo de especies silvestres de todas las clases de vertebrados: peces, anfi-
bios, reptiles, aves y mamiferos. Seguidamente, el libro describe experiencias de
manejo concretas desarrolladas por investigadores uruguayos sobre especies de
mamiferos icobnicos como el venado de campo, los lobos y leones marinos, y los
murciélagos, asi como sobre las politicas de erradicacién de especies exoticas.
Finalmente, el libro propone un extenso capitulo estadistico centrado en la im-
portancia del disefio experimental para optimizar los resultados obtenidos con
el uso de animales de experimentacién.

Destaco la utilidad de este libro como guia practica de manejo, como mate-
rial de apoyo para los cursos de capacitacién de la CHEA, asi como para la con-
sulta diaria a la hora de disefio y ejecucidon de muestreos y experimentos que
involucren ANTE. Pero mucho mas destaco la conciencia y generosidad de los
autores al compartir su experiencia forjada en afos de trabajo. En ese crisol de
aportes se construye este libro, que es mucho mas que la suma de las partes, es
la primera compilacién exhaustiva y sistematica de las experiencias de manejo
de campo de animales vertebrados del pais.

Ana Silva

Profesora Agregada, Laboratorio de Neurociencias,
Facultad de Ciencias, Universidad de la Republica

Exrrepresentante por Facultad de Ciencias ante la
Comisién Honoraria de Experimentacién Animal, Universidad de la Republica

Ex Presidente de la Comisién Nacional de Experimentaciéon Animal
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CAPITULO 1

Consideraciones éticas sobre el uso de animales no humanos en
experimentacion. Las tres erres como base para la regulacion de
la experimentacion animal

Annabel Ferreira' - Natalia Uriarte?

La mayor parte de los grandes avances de la investigacién biolégica contem-
poranea se funda, en gran medida, en el trabajo de numerosos equipos de inves-
tigadores que experimentan con animales. Sin ese continuo caudal de resultados
experimentales ni la medicina humana ni la animal habrian podido desarrollarse.
Pero esta actividad cientifica no esta libre de objeciones, intensificadas en los ul-
timos afos por parte de quienes manifiestan preocupacion por el bienestar y los
derechos de los animales o, mas ampliamente, por aspectos éticos de la relacion
de los humanos con los animales.

Los cuestionamientos de filésofos y activistas, entre otros, han dado lugar a
una “nueva ética para el trato de los animales” (Fox, 1988; Reagan, 1989; Singer,
1990; Gruen, 1995; Donaldson & Kymlicka, 2011) que ha influido para que muchos
cientificos dejen de pensar en los animales como meros autématas o “reactivos
bioldégicos” y comiencen a considerarlos como seres capaces de sentir y de mere-
cer una consideraciéon moral.

El propdsito de este capitulo es informar, muy someramente, acerca de al-
gunos antecedentes, el marco tedrico y las discusiones recientes respecto a “la
cuestion animal”, en particular la relacionada a la practica de la experimentacion
con animales, una discusién que parece hoy tan necesaria como inevitable. Cree-
mos que la reflexidn critica, tomando en cuenta todas las vertientes involucradas,

1 - Seccidn Fisiologia y Nutricion, Facultad de Ciencias, UdelaR. Uruguay.
- Laboratorio de Experimentacion Animal, Facultad de Ciencias, UdelaR. Uruguay.
anna@fcien.edu.uy

2 - Laboratorio de Neurociencias, Facultad de Ciencias, UdelaR. Uruguay.
- Laboratorio de Experimentacion Animal, Facultad de Ciencias, UdelaR. Uruguay.
natiuria@fcien.edu.uy
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abre nuevas posibilidades, tedricas y practicas, para procurar dar respuestas a los
actuales cuestionamientos morales que la experimentacién con animales recibe.

Algunos antecedentes

En el pasado, la confianza absoluta en la autoridad de los cientificos y en los
beneficios progresivos que produciria el avance del conocimiento, que en mu-
chos campos recurria al uso de animales en experimentos, enfrentaba escasas
objeciones. El convencimiento de que nuestra especie dominaba el mundo y se
distinguia del resto por poseer atributos superiores, tales como alma, razén o
lenguaje, parecia bastar para desatender esos cuestionamientos (Midgley, 1983).

De acuerdo a la perspectiva entonces predominante, a los hombres com-
pete imperar sobre la naturaleza, incluso si, como creia Bacon (1561-1626), solo
podemos mandar a la naturaleza si la obedecemos (Bacon, 1854). Los derechos
de la humanidad sobre la naturaleza eran, para la mayoria, un don de Dios o, para
agnosticos y escépticos, una consecuencia de su exclusivo y privilegiado papel
inquisidor y realizador.

La ausencia de autonomia en la decisidn, la inexistencia de capacidad au-
tocritica, la incapacidad de planificacién, la no posesién de lenguaje elaborado
y de pensamiento o la incapacidad de asumir responsabilidades por lo actuado
serian, en opinion de algunos, caracteristicas distintivas de los animales no hu-
manos que los excluirian de una comunidad moral que sélo comprenderia a los
humanos o, en el mejor de los casos, los colocaria en un plano moral diferen-
te (Davidson, 1984; Frey, 1988). Con la justificacion del beneficio para la especie
humana de los resultados de la experimentacién animal, los cientificos podian
hacer un uso irrestricto de las otras especies (Bernard, 1865).

Sin embargo, esas justificaciones no eliminaron la preocupacion por los ani-
males. Algunos antecedentes antiguos, como El libro de los muertos egipcio y el
jainismo indio, prohiben el trato cruel de los animales o proponen el respeto in-
condicional por toda forma de vida (Bilimoria, 1995; Laurie, 1995). Observaciones
mas modernas, como las de Rousseau (1754) o las de Bentham (1789), enfatizan
el sentimiento humano natural de compasién hacia todos los seres “sintientes” y
las obligaciones de los humanos hacia los “brutos”.

En décadas recientes ha aumentado la preocupacion por el bienestar y los
derechos de los animales en tanto seres que pueden sufrir (Fox, 1986; Frey, 1988;
Singer, 1990). Las justificaciones tradicionales acerca del uso de animales para el
beneficio humano han sido calificadas como “especismo”, es decir discriminaciéon
y trato desigual en virtud de la pertenencia a otra especie distinta que la huma-
na, condenable a la par que el racismo, el sexismo y otras discriminaciones hoy
censuradas (Ryder, 1983; Singer, 1990). Quienes sostienen esta ultima posicion
no necesariamente equiparan al hombre con los restantes animales en todos

n
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los aspectos, pero objetan el uso irreflexivo de seres vivos, contra su voluntad,
para practicas experimentales intrusivas, dolorosas o mortales. Advierten que las
propias teorias modernas acerca de la evolucién vinculan mas estrechamente
entre si a las especies que las concepciones precientificas, obligandonos a consi-
derar que el dolor, las emociones y la comunicacién son, entre otras, experiencias
compartidas tanto por el hombre como por los restantes animales (Darwin, 1872;
Panksepp, 1998; de Waal, 2004). Sin duda estas teorias han influido en la concien-
cia ética de los cientificos, y han conducido a una disminucién paulatina en la
utilizacién de animales en experimentos, y a la formulacién de reglamentaciones
en esta disciplina.

Tres enfoques: de bienestar, ecoldgico y de derechos

Gran parte del debate actual sobre el tratamiento que hacemos de los ani-
males se basa en los siguientes tres enfoques: de “bienestar animal”, “ecolégico”
y de “derechos basicos”.

El enfoque del “bienestar animal” seiiala que, desde el punto de vista moral,
es importante considerar el bienestar de los animales no humanos, aunque esté
subordinado a los intereses de los seres humanos. En esta vision, los animales no
son meros autématas, sino seres vivos que pueden sentir, obligando a los hu-
manos a otorgarles una consideracién moral. Esto no implica que se les atribuya
la misma jerarquia moral que a los seres humanos ni que se prohiba su uso en
experimentos y otras practicas en beneficio de los humanos.

Este enfoque puede prevenir algunas formas de crueldad sin sentido o de
abuso de los animales, pero se vuelve en gran medida ineficaz cuando se en-
frenta a casos de explotacién animal para los que hay un interés humano reco-
nocible, incluso trivial como, por ejemplo, el uso de animales para el testeo de
cosméticos.

El criterio utilitarista (Bentham, 1789; Singer, 1990), en principio, podria justi-
ficar el uso instrumental de animales no humanos con propdsitos de experimen-
tacién en la conviccién de que los beneficios que asi se obtienen son mayores
que el dafio que se les ocasiona.

El enfoque “ecolégico” se centra en la salud de los ecosistemas, de los cuales
los animales son un componente vital, mas que en el destino de los animales en
tanto individuos. El holismo ecoldgico proporciona una critica a muchas practi-
cas humanas que son devastadoras para los animales. Estas practicas pueden ir
desde la destruccion del habitat hasta los excesos contaminantes de la agricul-
tura industrial. Sin embargo, si el sacrificio de animales tiene un impacto neutral
o incluso positivo en los sistemas ecoldgicos (por ejemplo, la caza sostenible o el
sacrificio de individuos de especies invasoras o con superpoblacion), la opinion
ecoldgica propone favorecer la proteccion, conservacion y/o restauracion de los

12
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ecosistemas antes que salvar la vida individual de todos los animales, admitien-
do la eliminacién de miembros de especies no amenazadas de extincién. Sus
partidarios, defienden una vision particular de lo que constituye un ecosistema
sano, natural, auténtico o sostenible y estan dispuestos a sacrificar vidas anima-
les individuales para lograr esta visién holistica (Baxter & Hargroven, 1992; ver el
capitulo 19).

El enfoque basado en los derechos de los animales sostiene que los anima-
les no existen para servir intereses humanos o la vitalidad del ecosistema, sino
gue tienen su propio significado moral y existencia subyacente que debe ser res-
petada y por tanto son portadores de ciertos derechos morales (Reagan, 1983;
Donaldson & Kymlicka, 2011). En versiones extremas de este punto de vista, los
animales y los seres humanos serian iguales en cuanto a sus derechos basicos a la
viday a la libertad (Francione, 2000). Como argumentan muchos de sus defenso-
res, este enfoque basado en derechos es una extensién natural de la concepcién
de la igualdad moral que sustenta la doctrina de los derechos humanos. Al igual
que los seres humanos, los restantes animales deben ser vistos como sujetos de
derecho. Y entre sus derechos inviolables estarian los de no ser torturados, encar-
celados, sometidos a experimentacion, separados de sus familias o sacrificados
(incluso si son predadores de especies en extincion, alterando habitats locales, o
cuando se lo haga para beneficiar la salud y curiosidad humanas). No se trataria,
entonces, de la relacion entre experimentadores y modelos biolégicos, adminis-
tradores y recursos, o creadores y herramientas, sino entre seres vivos portadores
de derechos que deben siempre respetarse (Reagan, 1983; Francione & Gardner,
2010; Donaldson & Kymlicka, 2011).

Muchos de aquellos que se identifican con esta posicidon son abolicionistas,
esto es consideran que los fines no justifican los medios y que infligir dolor o
muerte a animales no humanos, en base a los beneficios futuros para los huma-
nos y otros animales, no es admisible (Reagan, 1983; Francione & Gardner, 2010).

iEs posible conciliar estas distintas posiciones?

Debemos admitir que existe una dificultad real para fundamentar (o justi-
ficar) las practicas cientificas actuales que involucran la experimentaciéon con
animales, inclusive aquellas moderadas y restrictivas, sin caer en el “especismo”
definido anteriormente. La mayoria de los cientificos que hoy estan activos pro-
bablemente no considere ya a los humanos como reyes de la creacién y omnipo-
tentes usuarios de la naturaleza, pero tampoco acepta las extremadas exigencias
y limitaciones que el enfoque de derechos animales impondria a sus experimen-
tos.

13
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Un intento de compatibilizar estas posiciones encontradas consiste en defi-
nir taxativamente derechos animales posibilitando asi la formulacién de cédigos
de conducta respecto de su uso experimental (Zula et al., 1994).

Las tres erres en experimentacion animal: remplazo, reduccion y refinamiento

La proliferacién de visiones criticas sobre el uso de animales en experimen-
tacién ya mencionadas, junto con el aumento de la demanda de modelos ani-
males con altos estandares de calidad, llevaron, en la década de los afios 50 del
siglo XX, al desarrollo de la Ciencia de Animales de Laboratorio. Esta disciplina
tiene como objetivo mejorar la calidad de los modelos experimentales y el bien-
estar de los animales de laboratorio, desde una aproximacion multidisciplinaria,
integrando la biologia de los animales de experimentacion y sus requerimientos
ambientales, su estandarizacion genética y microbioldgica, la prevenciéon y trata-
miento de enfermedades, el mejoramiento de las técnicas experimentales, anes-
tesia, analgesia y eutanasia, la busqueda de alternativas a la experimentacion
animal y la discusion ética (Baumans, 2004).

La Ciencia de Animales de Laboratorio tiene sus principios guia en lo que
actualmente conocemos como las tres erres: remplazo, reduccién, refinamiento,
inicialmente definidas por los investigadores britanicos William Russell, zo6logo
y psicélogo, y Rex Burch, microbidlogo, en el informe “The Principles of Huma-
ne Experimental Technique”, publicado en 1959 (Russell & Burch, 1959). Desde
ese momento, estas definiciones fueron cobrando importancia y hoy en dia son
conceptos ampliamente usados por los cientificos responsables y se encuentran
presentes en practicamente todas las discusiones que involucran el bienestar de
los animales de experimentacion. La vigencia de estos postulados, asi como las
actualizaciones que se han ido incorporando en las ultimas décadas, han hecho
que estos principios se incluyeran en las reglamentaciones legales a nivel inter-
nacional y también en nuestro pais (como se analiza en el capitulo 2).

El principio de remplazo plantea que siempre que sea posible el uso de ani-
males debe sustituirse por otros métodos. Una de las propuestas de Russell y
Burch fue sustituir la experimentacién con vertebrados por el uso de seres “me-
nos sintientes” como los invertebrados. Por ejemplo, actualmente una gran can-
tidad de investigacion fundamental se realiza utilizando Caenorhabditis elegans,
Drosophila melanogaster, Aplysia sp. y bacterias como modelos experimentales.

El uso de los invertebrados, empero, tampoco se ha visto libre de cuestiona-
mientos y en algunos casos de especies con un desarrollo del sistema nervioso
y capacidades cognitivas importantes, como los cefalépodos y algunos decapo-
dos, han sido incluidos en reglamentaciones de varios paises.

Actualmente se han desarrollado y validado una gran cantidad de méto-
dos alternativos que sustituyen incluso el uso de animales invertebrados. Desde

14
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las alternativas iniciales in vitro propuestas por Russell y Burch ha surgido una
vasta cantidad de técnicas y modelos disponibles que utilizan células, tejidos y
6rganos, aislados o en cultivos, o incluso material sintético, asi como modelos
computacionales. A nivel internacional, existen instituciones que promueven la
investigacion de métodos que lleven a la aplicacién de las tres erres con especial
énfasis en el reemplazo (https://www.nc3rs.org.uk/; https://norecopa.no).

La reduccién implica que el nimero de animales utilizado en una investiga-
cion debe reducirse al minimo posible sin comprometer la viabilidad de los expe-
rimentos ni la validez de los resultados. Si bien es importante reducir el nUmero
de animales, lo que en parte fue posible gracias al desarrollo de la estadistica
de las pequerias muestras (Fisher), se debe reconocer que los efectos bioldgicos
pueden perderse con un numero de animales demasiado pequefio. También es
posible reducir el nUmero de animales si se aumenta la cantidad de informacién
que se obtiene en cada experimento mediante un control cuidadoso de la varia-
bilidad, un cuidadoso disefio experimental y un analisis estadistico apropiado
(ver el capitulo 20).

Russell y Burch aclaran que, si bien la reduccién del nimero de animales es
importante, esto no debe ocurrir en desmedro de las otras erres. Por ejemplo, no
es aceptable reducir el nimero de animales a costa de disminuir el bienestar de
los que se empleen. Por lo tanto, al aplicar el principio de reduccién en un deter-
minado experimento, existe una tensién entre usar el menor nimero de anima-
les posible, minimizar su sufrimiento y garantizar que la calidad de la evidencia
que se pueda obtener de ese experimento sea lo suficientemente alta, respetan-
do al mismo tiempo los otros objetivos de las tres erres (Richard et al., 2014).

El refinamiento refiere al deber de los investigadores de utilizar los métodos
y técnicas mas apropiados para llevar a cabo sus investigaciones de forma de mi-
nimizar la afectacién del bienestar de los animales experimentales. Las técnicas
de refinamiento incluyen desde el tipo de colecta, el alojamiento y manejo de
forma de reducir el estrés, el entrenamiento de los animales para colaborar en la
recoleccion de datos fisiologicos hasta el perfeccionamiento de las técnicas de
cirugia y el uso de anestésicos y analgésicos adecuados para disminuir el dolor y
el estrés durante los protocolos experimentales.

Ademas de su valor ético intrinseco, aplicar el principio de refinamiento pue-
de dar como resultado que un experimento sea mas eficaz a la hora de testar
hipétesis, en la medida en que se pueda reducir la variabilidad y/o el sesgo. Esta
disminucion de la variabilidad contribuye también a la reduccién del nimero de
animales.

Recientemente se ha propuesto considerar a las tres erres como un “algorit-
mo ético” util para aplicar en una variedad de escenarios, mas alla de los experi-
mentos de laboratorio, como, por ejemplo, la investigacién de campo o el uso de
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animales en la docencia de ciencias bioldgicas, veterinarias y médicas (Richards
etal., 2014).

Conclusiones

La relacién del hombre con los animales no estd libre de conflictos ni de
dilemas éticos. La experimentacién animal, por ahora indispensable tanto para
la obtencién de conocimientos como para el tratamiento y prevencién de en-
fermedades, es una parte muy minoritaria del uso instrumental de animales, en
comparacién con la industria alimentaria, por ejemplo. La comunidad cientifica,
particularmente la vinculada a las biociencias, tiene por delante un desafio nue-
vo, el de replantearse el vinculo con los animales, asumiendo que la conciencia
ética actual nos obliga a una justificacion mucho mas rigurosa para su utilizacion
en experimentos.

Como vimos a lo largo del capitulo, nuestros dilemas respecto de la experi-
mentacion animal con fines cientificos no tienen una Unica respuesta satisfacto-
ria. Hay buenos argumentos para todos aquellos que sostienen posiciones en-
frentadas, sean estas favorables u opuestas a la experimentacion animal.

La discusién de estos temas, los esfuerzos por reglamentar practicas y redu-
cira un minimo el nimero de animales utilizados y de concebir métodos alterna-
tivos, son aportes positivos para la profundizacién de nuestra conciencia moral
y tienen un efecto practico sobre el bienestar de los animales e incluso sobre la
propia investigacién cientifica.

La superacion del trato cruel y el respeto por toda vida, aquellos postulados
ya milenarios, pueden quiza concretarse, en formas compatibles con la curiosi-
dad humana y con la urgencia por atender las demandas de las sociedades, a
través de las reglamentaciones y cédigos de conducta que se discuten actual-
mente. Una amplia participacién social en la discusién del tema, involucrando a
las comunidades cientificas y el conjunto de la sociedad, posiblemente permita
hallar soluciones consensuadas para la formulacién y revisién de reglamentacio-
nes y controles de su aplicacién.
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CAPITULO 2

Principios rectores asociados a la experimentacion con animales
vertebrados. La realidad en Uruguay y sus regulaciones

Martin Breijo' - Laura Dominguez?

En un momento de la evolucidn, el hombre empezd a generar preguntas
practicas y/o existenciales que en algunos casos traté de contestar a través del
uso de animales. En este sentido, los primeros “cientificos” como Aristételes, Hi-
pocrates, Galeno, entre otros, estudiaron las semejanzas y diferencias entre los
organos de los animales y los del hombre, intentando interpretar fenémenos
bioldgicos o del funcionamiento de érganos. Uno de los primeros textos dispo-
nibles fue escrito por Aristételes en el afo 350 a. C. cuyo titulo en latin es De Par-
tibus Animalium (sobre las partes de animales), el cual aborda temas de anatomia
y fisiologia y provee informacién sobre érganos, tejidos y fluidos presentes en los
animales. Fue asi que las primeras respuestas, dieron lugar a nuevas preguntas,
iniciando de esa manera un camino de amplificacién de preguntas y respuestas
donde la utilizaciéon de animales con fines de investigaciéon también se fue incre-
mentando. Gracias a ese camino se han generado conocimientos que han per-
mitido mejoras sustanciales en la calidad de vida del hombre, a través de avances
en areas vinculadas a la salud, a la produccién de alimentos, etc., entre otras.

Junto con el avance del conocimiento y los cambios culturales que ellos con-
llevan, la percepcion de la comunidad sobre la utilizacién del uso de animales en
experimentaciéon también fue cambiando. Es un hecho que determinados pro-
cedimientos experimentales realizados en el pasado con animales hoy no son
aceptados como validos, tanto desde el punto de vista cientifico como ético.

Como la mayoria de los procesos de cambio, este camino ha estado conta-
minado de procesos dolorosos, conflictos y luchas de poder entre defensores y
detractores del uso de animales en actividades de investigacién. Con una varie-

1 Unidad de Reactivos y Biomodelos de Experimentacion, Facultad de Medicina, UdelaR. Uru-
guay. mbreijo@fmed.edu.uy

2 Departamento de Ciencias Farmacéuticas, Farmacologia, Laboratorio de Experimentacién
Animal-Facultad de Quimica, UdelaR. Uruguay. [doming@fq.edu.uy
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dad de argumentos, mayormente validos, que van desde la defensa de la impor-
tancia de la generacién de conocimiento hasta el reconocimiento del derecho de
los animales a no participar de experiencias dolorosas, los distintos integrantes
de la comunidad debatieron y seguirdn debatiendo sobre cudl es el camino co-
rrecto a seguir.

En el aflo 1959, W. Russell y R. Burch proponen en su libro The principles of
Humane Technique, principios rectores de la investigacién con animales, recono-
ciendo que no es por si misma deseable, pero es necesaria para el avance del
conocimiento. Este libro de alguna manera se convirtié en un mojén en la expe-
rimentacion con animales, ya que reconoce la existencia de un problema ético
vinculado al uso de animales y propone un camino rector de los procedimientos
experimentales. En éste, se sugiere que en todo procedimiento experimental se
debe aplicar el concepto de las tres erres (reemplazo, reduccion y refinamiento).
El reemplazo refiere a que siempre que sea posible debemos evitar experimentar
con animales utilizando métodos alternativos de investigacion (simulaciones y/o
modelos matematicos, etc.). La reduccién sugiere que siempre debemos utilizar
el menor numero de animales posible (para ello, se debe de tener un disefio
estadistico apropiado para el experimento a realizar) y el refinamiento refiere al
compromiso de utilizar en un trabajo experimental los procedimientos e instru-
mentos mas adecuados para evitar generar en los animales sufrimientos innece-
sarios (siempre debemos preguntarnos si el procedimiento o los instrumentos
seleccionados son los que hubiéramos utilizado, si nosotros fuéramos los afecta-
dos por el experimento).

La defensa de las tres erres en investigacion ha sido desde entonces la base
de la redaccién de las legislaciones modernas a nivel mundial que regulan el uso
de animales con fines de docencia e investigacion.

Reglamentaciones sobre experimentacion animal en Uruguay

Uruguay no ha sido ajeno a las implicancias académicas y éticas que conlleva
el uso de animales en procesos experimentales y su comunidad ha discutido los
caminos a seguir. Las primeras senales procedieron de la Universidad de la Repu-
blicay la Sociedad de Medicina Veterinaria que, en el ano 1998, elevaron un ante-
proyecto de ley al parlamento sobre regulaciones en el uso de animales con fines
experimentales. Dos afios mas tarde (afio 2000), la Universidad de la Republica
aprobd la “Ordenanza Universitaria sobre uso de animales de experimentacion,
docencia e investigacién universitaria” (Res. N°11 de CDC de 21/12/1999 - Distr.
N° 295/99-DO. 21/2/2000), la que establece la creacién de la Comisiéon Honoraria
de Experimentacion Animal (CHEA), responsable de articular y fomentar accio-
nes destinadas a dar cumplimiento a dicha ordenanza en la comunidad cientifica
universitaria.
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La CHEA, integrada por delegados de las Facultades involucradas en activi-
dades de investigacion con animales, tiene como cometido principal hacer cum-
plir a todo el personal que trabaja con animales de experimentacién los impera-
tivos éticos de conducta que propone la comunidad internacional. La ordenanza
propone el cumplimiento de estos lineamientos a través de dos mecanismos: a)
la formacién y actualizacion continua de todo el personal que trabaja con anima-
les de experimentacién a través de cursos de capacitacion, donde se estimulara
el interés humanitario por dichos animales; y b) la vigilancia y aplicacién de accio-
nes disciplinarias por parte de la autoridad universitaria frente a incumplimientos
de las disposiciones y reglamentaciones vigentes.

Con el objetivo del cumplimiento de la ordenanza, en la UdelaR se inicia un
camino de capacitacién y construcciéon de estructuras, tomando como mode-
lo los lineamientos establecidos por la Federacién Europea de Asociaciones de
Ciencia de Animales de Laboratorio (FELASA), la que define tareas y responsabili-
dades en la cadena de produccién de animales y experimentacién, y tiene un sis-
tema de acreditacion del personal para autorizar la realizacion de dichas tareas. A
su vez, define la necesidad de formacion de comités de ética en las instituciones
donde se realiza experimentacién animal para que oficien de organismo evalua-
dor y asesor de los protocolos experimentales.

En ese marco, la UdelaR, a través de la CHEA, inici6 el proceso de formacién
y acreditacion del personal involucrado en la experimentacién con animales a
través de cursos y seminarios o validando la formacién obtenida por docentes
de la UdelaR en el exterior. Asimismo, promovié la creaciéon de las comisiones
de ética en el uso de animales (CEUAS) en cada servicio universitario donde se
desarrollen actividades experimentales. Basados en los antecedentes generados
por la CHEA-UdelaR y en las presiones generadas por la comunidad en pos de la
mejora de los derechos de los animales a nivel nacional, en el afio 2009 se apro-
baron dos leyes sobre esta temdtica, la ley N° 18741, sobre tenencia responsable
de animales, y la ley N° 18611, sobre utilizacién de animales en actividades de
Experimentacién, Docencia e Investigacion Cientifica. La Ley 18611, crea la Comi-
sion Nacional de Experimentacién Animal (CNEA), integrada por una amplia re-
presentacion con delegados de distintas instituciones nacionales (de los ambitos
publico y privado, tales como Institutos de Investigacién, UdelaR, empresas del
sector de especialidades veterinarias farmacéuticas, asi como de instituciones
reguladoras ministeriales, entre otros) involucradas en la experimentacion ani-
mal, asi como delegados de organizaciones sociales (con personalidad juridica)
gue trabajan en la proteccidn de los derechos de los animales. Por otra parte,
se establece la obligatoriedad de que las instituciones que hacen experimenta-
cién animal estén registradas en la CNEA, y para ello es requisito tener su CEUA,
integrado al menos por un veterinario, un investigador y un representante de
la sociedad civil, los cuales serdn responsables frente a la ley de las actividades
experimentales que se realizan en sus respectivas instituciones. Esta ley aseguré
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la obligatoriedad, a nivel nacional, de respetar los lineamientos generales del uso
de animales establecidos en las disposiciones redactadas por la Comisiéon Nacio-
nal de Experimentacién Animal.

En este nuevo contexto, todas las instituciones nacionales (incluida la
UdelaR) que deseen utilizar animales en procesos experimentales deben cum-
plir las mismas reglamentaciones e instrumentar un sistema de registro que sea
auditable por inspectores designados por la CNEA. Este sistema de registro pue-
de tener un formato diferente segun la institucién o la actividad realizada, pero
debe documentar los experimentos realizados, el nUmero de animales utilizado,
asi como el personal involucrado. Todo el personal debe estar acreditado frente a
la CNEA para realizar tareas experimentales y esa acreditacion debe ser renovada
cada 5 anos.

Documentacion vinculada a la experimentacion animal en Uruguay

Con la aprobacién de la Ordenanza Universitaria y la creacién de la CHEA
se iniciaron los sistemas de formacién de personal y registro de acreditados en
nuestro pais (solo para la UdelaR). Con pequenas modificaciones las acreditacio-
nes personales siguieron el modelo exigido por la FELASA para sus integrantes.
La acreditacion personal en Uruguay puede ser en las siguientes categorias: A, B,
C1y C2. La categoria A refiere a las personas encargadas del mantenimiento dia-
rio de los animales (alimentacién, limpieza, higiene de salas, toma de muestras de
animales o de ambiente). La categoria B refiere al personal vinculado a la realiza-
cién de los experimentos (técnico experimentador), que debe tener conocimien-
tos en bienestar animal, en evaluacién de signos de estrés, en salud ocupacional
y poder realizar maniobras con los animales, incluido el manejo de anestesia y
analgesia. Finalmente, la categoria C esta vinculada a personas responsables de
dirigir los experimentos con animales. Para acceder a esta acreditacion se requie-
re que la persona previamente haya obtenido la acreditacién B, haya realizado
un posgrado o especializacion luego de obtener su titulo de grado y que cuente
con una trayectoria de trabajo (proyectos, formacion de recursos humanos y arti-
culos publicados). Este nivel de acreditacién se divide en 2 variantes: acreditacion
C1, vinculada a especialistas en ciencia de animales de laboratorio (equivalente a
categoria D de FELASA) y C2 asociada a investigadores consolidados que utilizan
la experimentaciéon animal en sus lineas de investigacién. Todas las acreditacio-
nes tienen una vigencia de 5 aios a partir de su expedicién, debiendo gestionar
su renovacion, asi como su cambio de categoria en caso de considerarlo acorde
a la trayectoria y la formacion del acreditado.

Con la aprobacion de la ley 18611, el camino recorrido por la UdelaR se ex-
pande a nivel nacional, siendo obligatorio el registro y la acreditacién del per-
sonal vinculado a la experimentacién animal. La CNEA inicia asi un proceso de
acreditaciéon de personas fisicas (Sistema Nacional de Acreditaciones Personales,
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SisNAP) e instituciones (Registro Nacional de Instituciones) vinculadas a la expe-
rimentaciéon animal en Uruguay, siguiendo los mismos criterios adoptados por
la Universidad. En esta oportunidad las acreditaciones personales previamente
emitidas por la CHEA-UdelaR fueron avaladas por la CNEA. Entre los afios 2010 y
2014 (primera gestién de la CNEA), esta comision de alcance nacional registré un
total de 287 personas fisicas de diferentes instituciones, las cuales fueron acre-
ditadas en una de las cuatro categorias anteriormente descritas y un total de 27
instituciones fueron habilitadas para realizar trabajos que involucran el uso de
animales de experimentacién (fuente: Informe CNEA 2010-2014).

Una vez que las personas fisicas gestionan y obtienen su acreditacion, es-
tan habilitadas para participar en los procesos experimentales con animales. Sin
embargo, su actividad debe estar enmarcada obligatoriamente dentro de un
protocolo experimental. Un protocolo experimental es un documento donde se
describen las razones que justifican la experimentacidon con animales, los pro-
cedimientos involucrados y el personal acreditado que llevara a cabo el trabajo.
Este protocolo debe ser presentado ante el CEUA de la institucién correspon-
diente, a los efectos de que lo estudie y defina su aceptacién, recomendaciones
o rechazo.

Por ley, todas las instituciones registradas ante la CNEA deben contar con
una comisién de ética que evalle los procedimientos realizados por su institu-
cién. Dicha comision evalta en primera instancia la pertinencia del protocolo,
basado en las justificaciones técnico-cientificas, la informacién en literatura ac-
tualizada disponible, y la financiacién disponible para la ejecuciéon del protocolo.
A su vez se analiza si los procedimientos involucrados respetan los principios de
las tres erres, utilizando los modelos y procedimientos adecuados, con el menor
numero de animales posible y con personal acreditado. Una vez que el CEUA
de esa institucion aprueba el protocolo experimental, el grupo de investigacion
implicado en el protocolo, queda autorizado para iniciar los trabajos correspon-
dientes. Los protocolos experimentales tienen una vigencia maxima de 5 afos,
necesitando un nuevo aval del CEUA (renovacion) si el grupo necesita continuar
con su proceso experimental mas alla de este periodo. Por otra parte, si el grupo
culminé con los experimentos utilizando todos los animales autorizados por el
CEUA, el protocolo se da por finalizado. En cambio, si el grupo de investigacion
requiere mas animales para cumplir los objetivos planteados en un protocolo vi-
gente, tiene la posibilidad de solicitar una ampliacién de los animales solicitados,
a través de una nota dirigida a su CEUA que lo justifique.

Es importante resaltar que la UdelaR mantiene desde el aino 2005 una base
de datos de la actividad experimental con animales de cada uno de sus servi-
cios y del personal acreditado. Desde el afo 2013 la CHEA (UdelaR) desarrolla
una plataforma digital con el fin de mantener un registro centralizado de todos
los procedimientos experimentales con animales y el personal involucrado. Por
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tal razén los protocolos experimentales deben realizarse en un formato on-line,
el cual, una vez finalizado, se envia electronicamente al CEUA correspondiente
para su aprobacion. Esta informacién se almacena en un servidor que fisicamen-
te se encuentra en la Comisién Sectorial de Investigacién Cientifica (CSIC) de la
UdelaR, y se analiza anualmente con el fin obtener insumos para la definicién de
las politicas universitarias a seguir en el tema de animales de experimentacién.

Evolucidn, particularidades y desafios vinculados al trabajo con animales
de experimentacion

Las especies de rata y raton que hoy utilizamos como animales de laborato-
rio han estado histéricamente muy cercanos al hombre y por esa razén se las han
denominado especies comensales (del latin cum mensa que significa que comen
de la misma mesa). Los inicios del comensalismo entre humanos y ratones datan
de miles de aios. Las primeras pinturas que describen ratones son del Neolitico
(entre 7.500 y 5.700 a. C.) sugiriendo que durante este periodo estos animales
eran considerados sagrados. Por otra parte, existen reportes de que, 3.000 afios
atras, los ratones fueron utilizados como mascotas en Europa, China y Japén (Ke-
eler, 1931, Morse, 1978). Esta estrecha relacién entre el hombre y estos animales
posiblemente fue una de las razones por las cuales los primeros cientificos reali-
zaron sus experimentos con ellos.

La rata y el raton de laboratorio son relativamente faciles de criar, no consu-
men grandes cantidades de alimento y no tienen requerimientos nutricionales
especificos o costosos. Por otra parte, es posible mantenerlos en condiciones de
cautiverio con ambientes controlados de luz y temperatura, no hibernan y tienen
un ciclo corto intergeneracional. Ademas, las progenies son grandes y toleran la
endogamia con facilidad, comparados con otras especies. Por todas estas razo-
nes la rata y el ratén han sido las especies de eleccién en la investigaciéon biomé-
dica. Dicha preferencia ha derivado en un profundo conocimiento de estas es-
pecies, especialmente sobre su comportamiento y sus condiciones de bienestar.
Hoy en dia existe mucha bibliografia con recomendaciones y sugerencias sobre
su mantenimiento y/o manejo.

Los conocimientos desarrollados sobre rata y raton de laboratorio, se con-
traponen con los conocimientos disponibles sobre otro conjunto de especies
animales que son también utilizadas en investigacién a las que denominamos
animales no tradicionales de experimentacién (ANTE). El término ANTE engloba
algunas especies de vertebrados que histéricamente han sido poco utilizadas en
investigacion biomédica y para quienes los criterios sobre manejo, alimentacion,
alojamiento, métodos paliativos del dolor, técnicas de eutanasia, etc., estableci-
dos para los animales de experimentacién tradicionales, no son completamente
aplicables. En este grupo se incluyen mayoritariamente animales vertebrados
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silvestres, los cuales deben ser manejados con una cautela adicional a la de cual-
quier animal de experimentacion tradicional, ya que la intervencién del hombre
puede causar efectos en sus poblaciones y a su vez estos animales pueden ser
portadores de patégenos potencialmente zoonéticos.

El trabajo experimental con ANTE presenta como principales desafios, traba-
jar con especies con alta variabilidad genética y en ambientes no controlados. La
variabilidad entre individuos lleva, entre otras cosas, a la necesidad de incremen-
tar el nUmero de observaciones para definir una variable, mientras que cambios
en el ambiente pueden condicionar las respuestas observadas en nuestro objeto
de estudio. Por tal razén, variables como el clima, la nutricion, el suelo, la presen-
cia de otras especies, etc., deben estar incluidas en el modelo de estudio.

Una gran cantidad de los trabajos experimentales realizados en campo con
ANTE buscan responder preguntas que aporten al entendimiento de la biologia
de las especies y, a partir de las respuestas, poder generar planes de conserva-
cién. En otros casos se trata de entender el funcionamiento de los ecosistemas
y las interacciones entre diferentes niveles de organizacidn jerdrquica, o evaluar
respuestas de los individuos, poblaciones o comunidades a los impactos que rea-
liza el hombre en el ambiente. En estas investigaciones con ANTE no se estudian
individuos o una sola poblacién, sino que se realizan estudios a nivel de comu-
nidades. En estos casos se trabaja con multiples especies y multiples variables
ambientales, donde la variabilidad entre individuos de una misma especie tiende
a perder importancia o, por el contrario, se trata de capturar el efecto de dicha
variabilidad, para la generacion de respuestas representativas. En muchos casos
se trabaja con la estructura de tallas y/o grupos funcionales, donde pierde rele-
vancia la identidad de la especie a la hora de buscar respuestas a las preguntas
planteadas.

El trabajo con animales silvestres puede involucrar riesgos biolégicos ma-
yores para los operadores que el trabajo con animales tradicionales, ya que a
priori se desconoce el estado sanitario de los ejemplares que se utilizan. Por tal
razén los niveles de proteccién del personal abocados a estos proyectos deben
adecuarse a los niveles de riesgos biolégicos que deben ser evaluados previa-
mente al inicio del proyecto. Es importante resaltar que muchas veces no existe
experiencia internacional o referencias donde estudiar muchos de los aspectos
relacionados al trabajo con determinados ANTE, por lo que la experiencia de tra-
bajo previa en muchos casos es de importancia capital. Por este motivo es reco-
mendable que antes de iniciar los experimentos se recurra a la experiencia de
aquellos profesionales que se han enfrentado previamente al manejo de dichos
animales y a los riesgos que esto involucra.

Los animales tradicionales de experimentacion son manejados en instala-
ciones que llamamos bioterios o laboratorios de experimentacién animal. Sin
embargo, muchas de las actividades experimentales con ANTE, por ejemplo la
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colecta de ejemplares, se desarrollan entera o parcialmente en predios tanto
publicos como privados ajenos a la institucién abocada a la investigacién. Por
tal razon, para realizar dichos experimentos es necesario solicitar autorizacion
a las autoridades publicas y/o privadas que correspondan, segun sean animales
vertebrados acuaticos o terrestres, asi como a los propietarios y/o responsables
de esos lugares. En el caso de vertebrados terrestres la autorizaciéon de colecta y
transporte se debe tramitar en la Divisién Fauna de la Direccién Nacional de Me-
dio Ambiente (MVOTMA) y en el caso de vertebrados acuaticos ante la Direccién
Nacional de Recursos Acuéticos del Ministerio de Ganaderia Agricultura y Pesca
(MGAP). Dichas autorizaciones son independientes de las solicitudes de aval de
Protocolos de Experimentacion que se realizan ante la CHEA, y son de entera
responsabilidad de los interesados.

Por ultimo, otro grupo de animales vertebrados que se utilizan para son los
denominados animales de interés productivo. Este grupo incluye aquellos ani-
males domésticos destinados a la produccién principalmente de alimento (carne
y leche). Las investigaciones con ellos se centran basicamente en aspectos pro-
ductivos, reproductivos y/o de salud animal, en la medida en que repercuten po-
sitivamente en la eficiencia de los sistemas y cadenas productivas, y en la mejora
de la salud de las comunidades que se alimentan y conviven con ellos. Desde el
punto de vista experimental, los desafios que representan el uso de este grupo
de especies son similares a los expuestos previamente para los ANTE. Sin embar-
go, el investigador que trabaja con estos animales generalmente cuenta con un
mayor numero de variables controladas vinculadas a aspectos genéticos, sanita-
rios y/o nutricionales.

En suma, la actividad experimental con animales esta en permanente evo-
lucién, y junto con cada avance en el conocimiento a través del uso de animales,
se generara un nuevo dilema ético vinculado a si el resultado se obtuvo de forma
“digna” o “indigna”, “humana” o “inhumana”. Esta discusién probablemente fina-
lice cuando la generacién de conocimiento ya no dependa del uso de animales.
Mientras tanto, serd importante mantener un didlogo continuo entre diferentes
actores de la sociedad procurando construir una realidad mejor de la que hoy
disponemos.
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CAPITULO 3

Experimentacion con animales no tradicionales:
desde el muestreo de campo al laboratorio

Franco Teixeira de Mello'

Cuando pensamos en experimentaciéon animal, o directamente realizamos
una busqueda en la web, lo primero que surge es la imagen de un cientifico con
tunica blanca y guantes manipulando un animal en un laboratorio, en general
una rata blanca, o imagenes que muestran primates con diferentes accesorios en
sus cabezas. Asociado a estas representaciones surgen cuestionamientos éticos
en contra de la experimentacién animal, asi como argumentos a favor, como ha
sido abordado en los capitulos anteriores. En general las imadgenes muestran lo
gue consideramos animales tradicionales en contextos de experimentacion tra-
dicional. Sin embargo, dificilmente surge la idea de la experimentacién animal
fuera de un laboratorio con animales que no son tradicionales en investigacion.
{Qué es un animal no tradicional de investigacién? Las principales caracteristicas
de los animales tradicionales estan asociadas al desarrollo de lineas de cria man-
tenidas en bioterios donde se busca la mayor homogeneidad somatica, genética
y sanitaria, y en nuestro pais se utilizan basicamente ratas y ratones de diferentes
cepas. Por el contrario, los animales no tradicionales (ANTE) en general compren-
den individuos de muy diversas especies y grupos taxondmicos, que usualmente
son capturados en la naturaleza y pueden ser mantenidos en el campo o en la-
boratorio. Dependiendo del objetivo del trabajo, generalmente interesa incluir la
mayor heterogeneidad somatica y genética y, ademas, en el momento de colec-
ta se conoce muy poco o nada sobre el estado sanitario del individuo. Por este
motivo existe un gran interés en generar conocimientos basicos, tanto tedricos
como practicos sobre la captura, el manejo y el mantenimiento de ANTE, sobre
los cuidados y métodos de sacrificio apropiados, asi como de seguridad en el
trabajo con estos animales. Es necesario considerar que cualquier tipo de mani-
pulacién, colecta o transporte de animales vertebrados silvestres se considera
experimentacidon con ANTE, ampliando de esta manera la visién clasica que re-

1 Departamento de Ecologia y Gestién Ambiental, CURE, Maldonado, UdelaR. Uruguay. fran-
tei@cure.edu.uy, frantei@fcien.edu.uy
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duce a la experimentacién a aquellas manipulaciones que se realizan dentro de
un laboratorio. En nuestro pais se trabaja con todos los grupos de vertebrados:
peces, anfibios, reptiles, aves y mamiferos, y toda investigaciéon que implique una
interaccién que pueda afectar el comportamiento, generar estrés o directamen-
te capturar y manipular especies de vertebrados debe ser protocolizada y contar
con un responsable de dicho protocolo (ver categoria C2).

Los principales retos que se presentan a la hora de trabajar con ANTE estan
asociados a la falta de metodologias y procedimientos estandarizados desde la
colecta hasta el manejo, e incluso la eutanasia, sobre todo si se considera el cono-
cimiento a nivel de las diferentes especies. Aunque mucha de esta informacion
se obtiene de protocolos generados en otros paises para grupos taxondmicos
similares, a nivel local existe un gran desarrollo en base a la propia experien-
cia de los investigadores. El desarrollo y adaptacién de metodologias en ANTE
incluye el aprendizaje sobre la colecta y manipulacion de multiples especies e
individuos, el uso de anestésicos para varias especies a la vez (por ejemplo, si
trabajamos a nivel comunitario en peces), el efecto de la temperatura ambiental
en el uso de anestésicos, las variaciones temporales y espaciales de las poblacio-
nes y como deberian considerarse en el disefio del muestreo y el manejo de los
animales, asi como la generacién de métodos alternativos.

La mayor parte de la investigacion que se realiza con ANTE se puede dividir
en tres grandes grupos, dependiendo de los objetivos, donde la mayoria de las
restricciones a la investigacion surge de los requerimientos ambientales del gru-
po taxondémico con el que se propone trabajar.

Monitoreo en campo

El monitoreo en campo que no incluye el transporte de animales suele ser
el mas frecuente o el que emplea un mayor numero de individuos ANTE, inclu-
yendo todos los grupos de vertebrados. Los objetivos de estos estudios son muy
diversos e involucran diferentes grados de manipulacién de los animales, como
se verd en los siguientes capitulos. La mayoria de estos estudios estan focaliza-
dos en aportar informacion sobre la diversidad de especies, entender la relacion
de las especies con variables ambientales, su distribucién espacio temporal, ge-
nerar informacion sobre aspectos de la biologia, como ser alimentacion y repro-
duccién de las diferentes especies. Ademas, una parte importante del monitoreo
suele estar enfocado a analizar los efectos de las actividades humanas sobre las
diferentes especies, asi como el desarrollo de programas de biomonitoreo. Se-
gun el grupo con el que se trabaje y los objetivos el monitoreo de campo puede
ir desde la simple observacion a distancia (ej. aves) o la grabacién de sonidos (e;.
anfibios; Fig. 1), que generalmente no requieren un protocolo de experimenta-
cién. El monitoreo también puede implicar la captura de ejemplares para obten-
cién de datos, que puede incluir toma de muestras (ej. sangre) y marcado para
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recaptura, que se practica basicamente en todos los grupos de ANTE. Conside-
rando otros objetivos, como el andlisis de la dieta y estudios reproductivos por
ejemplo en peces, es necesaria la captura y eutanasia de un nimero importante
de individuos.

Es claro que el monitoreo en campo tiene muchas complejidades que de-
penden de los diferentes grupos taxondémicos, siendo de vital importancia un
correcto disefo de muestreo con una clara determinacién del nimero de sitios y
réplicas necesarias para responder a las preguntas planteadas. En la mayoria de
los casos las metodologias de muestreo no permiten discriminar las especies o el
numero de individuos que se capturan (ej. colecta de peces con redes). En cam-
bio, el uso de redes en tierra para la captura de aves y murciélagos suele ser mas
controlable ya que es posible observar y controlar cada vez que un individuo es
atrapado. Otras metodologias pueden no ser selectivas, incluso entre diferentes
grupos de vertebrados, como es el caso de las trampas pit-fall que, como se vera
en los préximos capitulos, son usadas tanto para anfibios, como para reptiles y
micromamiferos.

En resumen, cuando trabajamos con una estrategia de monitoreo donde se
trata de obtener una muestra representativa de las especies y sus abundancias
relativas con el objetivo de entender sus relaciones con diferentes variables am-
bientales (espaciales y temporales), es cuando se tiene menos control del nu-
mero de especies e individuos que se capturan, e incluso se pueden capturar
grupos de vertebrados muy ajenos a nuestro objetivo. En general, estos abor-
dajes no admiten el remplazo de la captura por otros modelos, por lo que el re-
finamiento y la reduccién adquieren particular relevancia. Contar con un disefio
de muestreo claro y que apunte a responder claramente las preguntas que nos
planteamos es de suma importancia para reducir el nimero de capturas no de-
seadas. Por otra parte, estos muestreos pueden finalizar con la liberacion de los
individuos en el campo o con la eutanasia, por lo que resulta fundamental contar
con los conocimientos necesarios para reducir el sufrimiento animal a la minima
expresion posible. En este sentido, algunos aspectos estan aun sin resolver, como
por ejemplo las posibles interacciones entre los anestésicos y su interferencia
con reacciones bioquimicas o contaminantes que se pretendan medir en los in-
dividuos capturados.
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Figura 1. Foto de Boa-
na pulchella localizada
por su canto en la no-
che. Salida de campo
CHEA-ANTE 2014. (Foto:
Franco Teixeira de Me-
llo).

(Captura y experimentacion en campo

Si bien la captura, marcado y liberaciéon puede ser considerada dentro de
este bloque, algunas investigaciones realizan experimentos en campo con el ob-
jetivo de controlar determinadas variables en un contexto de realismo que se
perderia en el laboratorio. La captura y posterior experimentaciéon en campo in-
cluye un bajo numero de capturas y en general esta dirigida a una o pocas espe-
cies. En este caso es evidente que las técnicas de muestreo deben ser apropiadas
para una captura rapida, selectiva y de pocos individuos, o lo mas inocua posible,
como para permitir la liberacién de los individuos que no sean de interés.

Por ejemplo, los experimentos en campo se pueden usar para evaluar tasas
de consumo o crecimiento de una especie en un determinado ambiente (Fig. 2).
Si el experimento dura varios dias o meses, y su culminacién no incluye la eutana-
sia de los animales, su liberacién debe analizarse con mucha cautela, ya que al es-
tar recluidos en un nuevo ambiente y manipulados podrian ser mas vulnerables
aadquirir enfermedades. Si se observan signos de enfermedad o mala condicién,
se recomienda no liberar a los animales, ya que podrian transmitir enfermedades
y afectar a las poblaciones locales.
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Figura 2. Experimentos en campo, izquierda: para evaluar el efecto de la depredacion de peces sobre
las comunidades de macroinvertebrados en arroyos, derecha: para evaluar efectos en cascadas tréficas
en lagos. (Fotos: Franco Teixeira de Mello).

(Captura, transporte y experimentacion en laboratorio

En este caso se agrega un grado de complejidad que sera fuertemente de-
pendiente del grupo con el que estemos trabajando. Los peces, anfibios y reptiles
son los grupos mas transportados desde el campo al laboratorio y en cada caso
es necesario conocer los requerimientos de transporte necesarios para evitar el
estrés y/o muerte de ejemplares. Los principales cuidados estan relacionados
con las condiciones de temperatura, humedad y oxigeno. En muchos casos la di-
ficultad se presenta una vez que hemos llegado al laboratorio, ya que se deberan
replicar determinadas condiciones del ambiente, necesarias para mantener los
individuos en condiciones saludables. En algunos casos se trabaja en lograr con-
diciones que permitan la reproduccion en el laboratorio para estandarizar deter-
minadas caracteristicas de los individuos y para no depender cien por ciento de
nuevas capturas. En Uruguay este desarrollo ha estado principalmente centrado
en la cria de diferentes especies de peces (g]. Austrolebias spp., Australoheros fa-
cetus, Cnesterodon decemmaculatus y Gymnotus omarorum). En todos los casos el
desarrollo de las condiciones de cria de una especie requiere de muchos intentos,
siguiendo requerimientos de especies similares y experiencia de los investigado-
res. En el caso particular de la madrecita (Cnesterodon decemmaculatus), en los
ultimos afnos se ha avanzado en la generacién de protocolos y estandarizacién
para su cria en laboratorio. Estos avances provienen principalmente de Argen-
tina, ya que esta especie se emplea como especie modelo para evaluar efectos
de diferentes contaminantes a diferentes niveles de organizacion, desde dafos
genéticos hasta efectos en tejidos y érganos. Quizas dentro de unos afos esta
especie sea considerada un modelo tradicional donde existan diferentes cepas
que sean seleccionadas con caracteristicas para determinados estudios, como ha
ocurrido con el “zebrafish” (Danio rerio).
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CAPITULO 4

Colecta y manejo de peces en el ambiente:
énfasis en peces de aguas continentales

Franco Teixeira de Mello'

Diversidad de peces en Uruguay

Uruguay integra la regién neotropical, una de las regiones biogeograficas de
mayor biodiversidad del planeta. En el pais hay registradas unas 670 especies de
peces, de las cuales se estima que alrededor de 250 habitan en los sistemas de
agua dulce. Actualmente en nuestro pais se siguen describiendo nuevas espe-
cies de peces y se amplia la distribucién de las que aun no se encontraban con-
firmadas para nuestro territorio (e. g. Gonzalez-Bergonzoni et al., 2009; Zarucki et
al., 2010; Serra et al., 2013). Esta diversidad esta acompafnada por una gran varie-
dad de habitos y ciclos de vida, desde especies principalmente piscivoras como
el dorado (Salminus brasiliensis), |as tarariras (Hoplias spp.), el surubi (Pseudopla-
tystoma corruscans) y las pirafas (Pygocentrus nattereri, Serrasalmus spp.) hasta
especies que se encuentran en la base de las redes tréficas y que se alimentan
principalmente de detritus (iléophagos) como el sdbalo (Prochilodus lineatus) y
los sabalitos (Cyphorarax spp. y Steindachnerina spp.). Algunas especies son mi-
gradoras de grandes distancias, mientras que la mayoria de las especies se esti-
ma que son migradoras locales o que no realizan migraciones; actualmente muy
pocos estudios estan enfocados en esta area de investigacion. Algunas especies
son nadadoras de la columna de agua, otras viven asociadas a los sedimentos o
a plantas y algunas especies viven enterradas en el sedimento (e. g. Scleronema
spp., Bunocephalus spp.). A esta diversidad también se suma una gran variedad
de estrategias reproductivas, incluyendo peces con fecundacién interna (ovovi-
viparos y viviparos), si bien la mayor parte de especies presentan fecundacion
externa. A su vez, muchas especies de peces exhiben diferentes formas de cui-
dado parental, desde mas simples a muy elaboradas, mientras que un nimero
importante de especies no cuida de su descendencia. En referencia a este punto,
excepto casos puntuales, en Uruguay no conocemos el ciclo ni la época repro-

1 Departamento de Ecologia y Gestion Ambiental, CURE, Maldonado, UdelaR. Uruguay.
frantei@cure.edu.uy, frantei@fcien.edu.uy
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ductiva de los peces de agua dulce. Los peces anuales del género Austrolebias,
son de las pocas especies muy estudiadas: se caracterizan por dejar sus huevos
fecundados enterrados en el sedimento en ambientes temporales que se secan
en el verano. Una vez que estos sistemas comienzan a tener agua en el otofio e
invierno los huevos eclosionan. El gran interés en el ciclo reproductivo de estas
especies radica en que son los Unicos vertebrados que presentan diapausa en su
desarrollo embrionario, una adaptacién que les permite ocupar estos sistemas
temporales.

La multiplicidad de especies y caracteristicas bioldgicas de los peces les
permite vivir en practicamente todos los ambientes acuaticos de nuestro pais;
esto hace que sea uno de los grupos de vertebrados donde se realiza una mayor
captura de individuos con fines de investigacion, y es el grupo de vertebrados
gue representa la mayor dificultad para estimar el nimero de individuos con los
cuales se trabajara. Esta dificultad estd dada en gran medida por la variabilidad
que pueden presentar las capturas, incluso en un mismo ambiente. Dicha va-
riabilidad puede ser muy grande entre épocas del afho e incluso entre horas del
dia (Gel6s et al., 2010; Teixeira de Mello et al., 2010; Gonzalez-Bergonzoni et al.,
2016). Esto impone desafios a la hora de seleccionar los métodos de muestreos
acordes a los sistemas que se planea muestrear, a los objetivos planteados y a las
especies que se quieren capturar. Por ejemplo, los sistemas pueden ser charcos
temporales, lagos y lagunas, canadas, arroyos y grandes rios. A su vez, estos siste-
mas pueden diferir en otras variables ambientales, incluyendo sistemas de muy
baja profundidad (ej. 20-30 cm) a ambientes muy profundos (ej. > 10 m), con di-
ferentes velocidades de corriente, presencia o ausencia de vegetacion, asi como
diferentes tipos de sustratos.

Metodologias de muestreo de peces

Las primeras evidencias de pesca se remontan al paleolitico, donde se de-
sarrollaron las primeras artes para la pesca de sobrevivencia. Se considera pesca
al arte de capturar diferentes especies acuaticas y artes de pesca al conjunto de
técnicas y herramientas utilizadas en la captura de especies acuaticas. Muchos
de los métodos actuales de pesca como el uso de anzuelos, nasas y redes se han
mantenido con pocas modificaciones durante miles de afos.

Las artes de pesca se pueden dividir en dos grandes grupos, con importan-
tes implicancias en el tipo de informacién que se obtiene y, por ende, la interpre-
tacidon que se debe realizar de los resultados. Las artes de pesca pasivas, son las
que dependen de la actividad de los peces (Hamley, 1975; Rudstam et al., 1984)
y, por ende, de factores intrinsecos (e. g. ciclos circadianos; Reebs, 2002) y varia-
bles extrinsecas (e. g. luz y temperatura; Stoner, 2004; Linlokken & Haugen, 2006;
Gelds et al., 2010). Mientras que las artes de pesca activas, son las que dependen
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de la actividad que nosotros realizamos con ellas y no necesariamente de la ac-
tividad de los peces.

A continuacién, se describen las principales artes de pesca y su uso actual en
investigacion.

Artes de pesca activas

Calderin de mano

El calderin se utiliza en ambientes de poca profundidad, generalmente do-
minados por vegetacidn acudtica, y permite principalmente la pesca de peque-
fos peces. En Uruguay es muy utilizado para la colecta de peces anuales, como
es el caso de Austrolebias en charcos temporales, y para la colecta en las zonas
litorales vegetadas en sistemas de mayor tamafo por ejemplo para la captura de
Gymnotiformes (Fig. 1). Sin embargo, en ambientes profundos o sin vegetacion
este arte de pesca pierde efectividad y no es utilizado.

Figura 1. Izquierda: colecta de Austrolebias spp. en charcos temporales con diferentes tipos de calderi-
nes. Foto: Marcelo Loureiro. Derecha: colecta de Gymnotus omarorum refugiados en Echornia crassipes
con calderin. Foto: Franco Teixeira de Mello (salida de campo curso CHEA ANTE 2013).

La pesca con calderin permite la cuantificacién de individuos asociada al es-
fuerzo de muestreo, por lo que en general los datos se expresan como captura
por unidad de esfuerzo (CPUE), medido en tiempo o en nimero de veces que se
pasa el calderin. En ambientes similares se puede realizar el mismo esfuerzo de
muestreo, sin embargo en sistemas de diferente tamafo es comun utilizar un
esfuerzo relativo al tamaro del sistema.

En el momento de la colecta el muestreo no es selectivo a una especie de-
terminada, sin embargo, como generalmente no provoca dafos en los peces, es
posible seleccionar los individuos o las especies deseadas. En el caso de la pesca
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de Gymnotiformes se emplea una radio para la amplificacion de las sefiales eléc-
tricas que emiten estos peces, por lo que la captura es muy dirigida (ver capitulo
5). Si bien se pueden capturar otros peces asociados, su liberacién es inmediata.

La pesca con calderin permite la colecta de peces evitando niveles de estrés
elevados en los individuos y sin generar danos mayores, por lo que es un método
adecuado para colectar individuos que pretendemos mantener vivos para to-
mar fotografias, realizar experimentos de campo o transportarlos al laboratorio
(Fig. 2).

Figura 2. Austrolebias
wolterstorffi capturada
en charco temporal
con calderin de mano,
acondicionada para la
toma de fotografias en
campo.

Redes de arrastre

La red de arrastre es una red con una linea flotante (en la superficie) y una
linea con plomos (en el fondo) y, como dice su nombre, se la opera arrastrando.
Se trabaja con dos operadores, uno en cada extremo, y dependiendo del tamafo
de la red y la profundidad se puede operar caminando o en embarcaciones. El
arrastre se comienza desde aguas adentro hacia el litoral y los dos operadores
se van aproximando entre si a medida que avanzan hacia la orilla formando una
U con la red (Fig. 3). De esta forma los peces quedan encerrados sin poder huir.
Dependiendo del tamafio de la red y el tamaio de malla, puede servir para la
captura de peces de muy diferentes tamanos. Las redes de arrastre pueden ser
rectangulares simples con un solo tamafo de malla, o pueden ser redes con for-
ma de embudo donde los extremos laterales (alas) en general tienen una aper-
tura de malla mayor y donde el copo o bolsa central suele tener una apertura de
malla menor y es donde los peces quedan atrapados.

Las zonas con muchas rocas y ramas suelen dificultar el arrastre, ya que la
red se atasca. A su vez, para pescar en zonas litorales con plantas, se deben usar
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redes pequenas que permitan ser levantadas antes de llegar a tierra, evitando de
esta forma dificultades asociadas a la carga de plantas al sacar la red.

La pesca con redes de arrastre permite la cuantificacion de individuos aso-
ciada al drea que se barre, aunque en los casos donde el ambiente no permite un
arrastre completo es muy dificil realizar un célculo preciso. Al igual que con las
redes de mano, en el momento de la colecta el muestreo no es selectivo a una
especie determinada, sin embargo, como generalmente no provoca dainos en los
peces, es posible seleccionar los individuos o las especies deseadas. La velocidad
para sacar los peces de la red al retirarla del agua es un factor importante para
reducir el riego de pérdida de peces pequenos, en particular si la red contiene
muchas plantas, restos vegetales o algas filamentosas. En estas ocasiones es re-
comendable la presencia de mas operarios para colectar los peces.

Figura 3. Pesca con red de arrastre en zona litoral. Fotos: Izquierda Guillermo Goyenola. Derecha: Ivén
Gonzélez-Bergonzoni.

A otra escala, el sistema de red de arrastre es utilizado en los sistemas mari-
nos, con redes operadas por dos barcos.

Redes atarraya de lance

La red atarraya es una red circular que es lanzada por un solo operario y
pueden ser de diferentes didmetros y tamafos de malla. Aunque a medida que
aumenta el didametro aumenta la dificultad de lance, en todos los casos se ne-
cesita de un operario con gran experiencia, existiendo diferentes modalidades
de lance. En el lance la red debe extenderse y caer sobre la superficie del agua
formando un circulo mientras que es sostenida por una cuerda que sujeta la red
desde el centro (Fig. 4). Una vez que la red llega al fondo se recoge la cuerda y se
cierra la red. Estas redes capturan peces de muy diversas tallas y se pueden utili-
zar en sitios con profundidades variables, a mayor profundidad es recomendable
un mayor didametro de red. El muestreo con estas redes se utiliza en ambientes
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de aguas abiertas y son efectivas incluso en ambientes con profundidades que
no permiten operar redes de arrastres. A su vez se pueden lanzar tanto desde
fuera como dentro del agua. Sin embargo, este arte de pesca no es efectivo en
zonas con vegetacion muy densa o con ramas donde se pueden enganchar. Para
la cuantificacion con este método se considera el area de la circunferencia, y solo
deben considerarse los lances donde la red se logra abrir completamente.

En el momento de la colecta el muestreo no es selectivo a una especie deter-
minada, sin embargo, esta colecta generalmente no provoca dafos en los peces,
y es posible seleccionar los individuos o las especies deseadas.

Figura 4. Lance de red atarraya, rio Cuareim. Foto: Marcelo Loureiro

Pesca eléctrica

La pesca eléctrica surge como una alternativa a las artes de pesca activa des-
critas, desarrollada para la colecta de peces con fines cientificos en las décadas
de los 30 y 40 (Burr 1931; Haskell 1940).

Se denomina pesca eléctrica al arte que emplea corriente eléctrica para la
captura de peces. Dicho método consiste en la generacion de un campo eléctri-
co de suficiente amplitud como para atontar a los peces, efecto conocido como
galvanonarcosis. Para ello se introduce en el agua un catodo y un dnodo (calde-
rin) y el operador cierra el circuido con un interruptor. Un pez que se encuentra
entre estos electrodos forma parte de un circuito cerrado y parte de la corriente
fluye a través de su cuerpo.

Por ser una metodologia en la cual usamos electricidad y nos movemos en
el agua, debemos tener ciertas precauciones que son fundamentales y que quie-
nes estén operando conozcan en profundidad. Todos los operarios deben contar
con botas de goma altas (waders), conocer cual es la forma rapida de desactivar
el equipo en caso de accidentes y conocer la localizacién de los electrodos antes
de comenzar el muestreo. En ningun caso se debe operar este equipamiento sin
compaiiia en el campo, y se debe operar en zonas de baja profundidad, tanto
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para optimizar la eficiencia del equipo, como para disminuir riesgos asociados
a su uso. En sistemas de aguas turbias y con muchos obstaculos como ramas,
troncos y grandes piedras es importante moverse lentamente, con cuidado, con
el fin de evitar caidas, y mientras se camina es importante que el operador lleve
liberado el interruptor.

El pulso eléctrico afecta el comportamiento de los peces y éstos pueden ser
facilmente capturados, en general muy pocos peces mueren y se pueden liberar
los peces que no son de interés. La corriente eléctrica es generada por una fuen-
te que puede ser baterias (12 V, una o varias) o generadores a combustible. En el
mercado existen diferentes equipos de pesca eléctrica, incluyendo algunos que
se transportan en la espalda tipo mochila (Fig. 5) y otros que permanecen en la
orilla y se ingresa al agua solo con el sistema de cables (Fig. 6). Los primeros tie-
nen mayor autonomia de movimiento y en el caso de los segundos el operador
no tiene que cargar el equipo en su espalda que en algunos casos pueden supe-
rar los 15 kilogramos. Estos dos formatos de equipos son los que se utilizan en
nuestro pais. También existen embarcaciones de pesca eléctrica utilizadas para
sistemas mas profundos y cuando se requiere cubrir tramos mas grandes, pero
estos equipos hasta el momento no se han utilizado en Uruguay.

Figura 5. Pesca eléctrica de mochila. Arriba: equipo a baterias. Abajo: equipo a motor. Fotos: Marcelo
Loureiro.

La efectividad de la pesca eléctrica es afectada por varios factores que inclu-
yen principalmente el voltaje, tamafio y forma de los electrodos, la duracién del
pulso eléctrico, la conductividad del agua, del pez y del sedimento, la tempera-
tura del agua, la distancia del pez al electrodo, el tamario del pez, la sensibilidad
de las diferentes especies, la profundidad y transparencia del agua, asi como la
experiencia del operador.

La conductividad del agua y la conductividad de los peces afectan la captura
y estan asociados al voltaje de los equipos. En sistemas de muy baja conduc-
tividad (< 20 puS.cm™) la pesca es menos efectiva, ya que la corriente eléctrica

39



FRANCO TEIXEIRA DE MELLO

encuentra mucha resistencia, mientras que en los sistemas donde el agua tiene
mucha conductividad (> 2.000 uS.cm™) la electricidad dificilmente afecta al pez,
sin embargo se puede adaptar el voltaje y el amperaje para mejorar la efectivi-
dad de los equipos. En el caso que la conductividad del agua y la del pez sean
similares, el efecto del pulso eléctrico es mayor; esta conductividad es alrededor
de los 115 pS.cm™. En los casos en que la conductividad del agua sea muy baja,
se debe incrementar el voltaje de salida o el tamaio de los electros para bajar la
resistencia del agua. Si usamos voltajes altos (ej. 1.200 V) se generan tres proble-
mas, la necesidad de equipos especiales, se reduce la sequridad de los operado-
res y el pulso eléctrico suele ser letal para los peces que se encuentran cerca de
los polos. La resistencia del agua se puede superar incrementando el tamano de
los electrodos, para lo que es aconsejable contar con electrodos intercambiables.
En los casos de conductividades altas (> 2.000 uS.cm™) si aplicamos un voltaje
alto la corriente fluira facilmente por el agua y la resistencia generada por el pez
(por una menor conductividad corporal) hara que la corriente no afecte al pez. En
estos casos es recomendable disminuir el voltaje y aplicar mayor amperaje, pu-
diendo llegar a los 60 amperes, siendo el factor limitante la fuente de poder (re-
comendaciones de Smith Root, desarrolladores de equipos de pesca eléctrica).

Gl
s

Figura 6. Pesca eléctrica con generador. Foto: Franco Teixeira de Mello.

La temperatura influye indirectamente este arte de pesca al afectar la con-
ductividad del agua. Se debe considerar que al aumentar la temperatura existe
un incremento de la conductividad. A su vez, existen sedimentos que conducen
la corriente y en esos casos el pulso pierde efectividad. En Uruguay, en general,
no existe problema con la conductividad que limite el empleo de la pesca eléctri-
ca. Sin embargo, en algunas zonas del rio Uruguay, que se caracteriza por presen-
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tar bajos valores de conductividad (< 70 uS.cm™), los sustratos arcillosos pueden
reducir la eficiencia de los pulsos eléctricos (observacion personal).

El tamano de los electrodos, principalmente el del dnodo, asi como la distan-
cia a la cual se encuentra el pez, afectan fuertemente el shock eléctrico que reci-
be el pez. La distancia de los peces al electrodo es un factorimportante, ya que el
campo eléctrico es efectivo hasta una distancia de entre 5 a 10 radios del anodo
(calderin). Por lo tanto, cuanto mas cerca esté el pez del anodo, mas facil sera cap-
turarlo. De forma similar, cuanto mas grande sea el anodo, mayor area de pesca
cubrira (ej. 10 cm de didmetro cubre 6,16 m?, 20 cm cubre un area de 10,18 m?).
Sin embargo, frente a dos anodos de diferente tamano el pez que recibird una
mayor descarga sera el que se encuentre cerca del anodo de menor didmetro,
mientras que un pez que se encuentre mas distante recibira una mayor descar-
ga del danodo de mayor diametro. Por lo tanto, los anodos de pequeno tamafo
provocan una descarga de mayor voltaje en el pez cuando este se encuentra
cercay la descarga pierde rapidamente el poder a medida que nos alejamos del
anodo. Por esta razén, podemos considerar que los anodos de menor tamafno
son mejores cuando se quiere identificar con mayor precision el lugar donde se
encontraba el pez (ej. estudios de microhabitat).

Otro factor importante es la sensibilidad de las especies al pulso eléctrico,
debido a que hay especies que claramente son menos sensibles o mas veloces
(ej. Synbranchus marmoratus es una especie dificil de capturar). Otras especies
simplemente pueden ser mas dificiles de colectar porque viven debajo de las
piedras (ej. especies de la familia Loricariidae). Frente a estos casos es recomen-
dable presionar y liberar el interruptor varias veces mientras se esta efectuando
el pulso eléctrico, ya que esto permite que los peces continden moviéndose en-
tre cortes del campo eléctrico y puedan salir de sus refugios. El tamafio de los
peces es otro factor que influye de forma importante la efectividad de la captura.
Por ejemplo, dentro de una misma especie, los individuos mas grandes son mas
sensibles a la corriente eléctrica, ya que la corriente absorbida es proporcional a
la superficie corporal (es atravesado por mas lineas del campo). Por ello, debe-
mos tener precaucién con los peces grandes ya que el shock que recibiran serd
mayor al que recibiran los pequefios. Por otra parte, si un pez grande se encuen-
tra en el borde del campo, sera muy dificil atraparlo, ya que con un movimiento
rapido se alejara varios metros del campo eléctrico.

La eficacia de la pesca eléctrica también depende del tiempo que se efectia
el pulso eléctrico. Mientras se realiza el pulso los peces nadan hacia el anodo
por un efecto denominado galvanotaxia, sin embargo, una vez que se detiene
el pulso, los peces se recuperan y se alejan rapidamente. Otro factor importante
es la visibilidad, la captura de los peces es mas efectiva cuando el operador logra
visualizarlos, por lo que es mas eficaz en arroyos de baja profundidad y en siste-
mas de aguas claras. Siempre es recomendable el uso de lentes polarizados para
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una mejor visibilidad de los peces y de los obstaculos. A su vez, la pesca se debe
realizar caminando aguas arriba para evitar la turbidez generada por la remocién
del sedimento. Como esto no se puede evitar cuando se pesca en el litoral de
los lagos, en estos ambientes suele ser mas efectivo pescar desde arriba de un
bote. El factor sorpresa también es importante por lo que es recomendable rea-
lizar pulsos separados y no mantener constantemente el interruptor presionado.
Si caminamos realizando una descarga continua el borde del campo eléctrico
puede ir alertando a los peces y éstos escapar con mayor facilidad. Cuando la
velocidad del agua es muy fuerte también disminuye la efectividad de la captura
debido a que los peces son dificiles de ver y son rapidamente arrastrados aguas
abajo. En todos estos casos la experiencia del operador es de suma importancia
por lo que se recomienda un entrenamiento previo para mejorar las capturas, asi
como para evitar accidentes.

Finalmente, existen diferentes tipos de corriente que pueden generar los
equipos de pesca eléctrica. Cuando la pesca se realiza con equipos que generan
corriente alterna, que cambia la direccién del flujo de la corriente varias veces por
segundo, los peces se orientan transversales a las lineas del campo generando
movimientos bruscos hacia el dnodo y el catodo con la frecuencia que tenga el
ciclo de corriente alterna utilizada. Estos movimientos bruscos a altos voltajes
pueden provocar la muerte del pez, fractura de vertebras y dafiar el cerebro, por
lo que no es recomendable su uso. La pesca eléctrica con corriente alterna solo
es recomendada para la captura de pequeinos peces en aguas de muy baja con-
ductividad. Por otra parte, en la pesca eléctrica con corriente continua, que fluye
en una sola direccién desde el electrodo negativo (catodo) al electrodo positivo
(dnodo), los peces que son alcanzados por el campo eléctrico son atraidos hacia
el calderin. A su vez, los peces no sufren contracciones como en el caso de la
corriente alterna y, en general, no ocurre la muerte de los individuos. Se ha de-
sarrollado a su vez un método de corriente continua de pulsos, que consiste en
que mientras se da el pulso eléctrico controlado por el operador, ocurren varios
encendidos y apagados por segundo (frecuencia del pulso). Cada encendido y
apagado hace que el pez se flexione y recupere, generando de esta forma un
efecto acentuado de natacidn involuntaria hacia el anodo (galvanotaxia). Este
tipo de corriente, segun el equipo que desarroll6 este método (Smith Root), tiene
varias ventajas, como ser reduccion del dafo ocasionado a los peces, menor gas-
to energético de la fuente y permite trabajar en aguas con mayor conductividad.
En Uruguay se operan equipos con estas caracteristicas, y no se recomienda el
uso de equipos de corriente alterna.
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Metodologias de pesca eléctrica en arroyos: pensando en la reduccion

Algunas de las técnicas mas utilizadas de pesca eléctrica incluyen la pesca
eléctrica puntual (P), la de pasada simple (S-P) y la de multiples pasadas (M-P).
Las tres varian en el esfuerzo de muestreo que se realiza y por lo tanto en el nu-
mero de peces colectados, asi como en el tiempo de procesamiento (Gardner,
1997; Janacy Jurajda, 2007; Saly et al., 2009). La pesca eléctrica puntual implica el
muestreo de numerosas unidades pequeias mediante la aplicacién de electrici-
dad en un area especifica (es decir, en un punto), durante un periodo de tiempo
seleccionado y la repeticién del procedimiento a cierta distancia en una nueva
area (uno o dos metros entre puntos). Las técnicas S-P y M-P tienen como objeti-
vo muestrear la mayor cantidad posible de peces aplicando una mayor cantidad
de pulsos que cubran toda el area seleccionada (Bohlin et al.,, 1989). Segun lo
indicado por el nombre del método, la S-P consta de un solo muestreo en toda
el drea, mientras que la pesca de multiples pasadas conlleva la realizacién de va-
rias pasadas simples, utilizando un criterio preestablecido de cuando detenerse
gue, a menudo, implica duplicar o triplicar el esfuerzo de pesca (y la duracion) en
comparacién con el método S-P (Bohlin et al. al. 1989) (Fig. 7). Los tres métodos
permiten alguna desviacién de los procedimientos basicos y pueden realizarse
en segmentos de arroyos cerrados (bloqueando ambos extremos con redes) o en
segmentos abiertos (sin redes de bloqueo) (Peterson et al., 2005).

Segmento de arroyo

50m

Figura 7. Métodos de pesca eléctrica. Figura: Franco Teixeira de Mello.

Los métodos de muestreo Py S-P producen datos de captura por unidad de
esfuerzo (CPUE) y suelen ser rapidos y econdmicos; sin embargo M-P es el Unico
método que permite la estimacion del nimero de individuos por unidad de area
y riqueza naturales. Este ultimo método por lo general requiere mas tiempo y
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se captura un mayor nimero de individuos. Dados los elevados requerimientos
de recursos financieros y humanos necesarios para muestrear peces en arroyos,
la mejora de la eficiencia del muestreo sin comprometer la calidad de los da-
tos es de importancia clave (Smith & Jones, 2005). Aunque es de esperar que
las estimaciones mas precisas sean proporcionadas por el método M-P, las con-
sideraciones logisticas y éticas (considerando el nimero de peces capturados)
pueden hacer que la aplicacién de los otros métodos sea mas apropiada. Para
este propdsito, es necesario aplicar ecuaciones de transferencia entre métodos
con un esfuerzo de muestreo bajo y alto. Aunque todos los métodos anterio-
res se han utilizado ampliamente en publicaciones, se sabe poco acerca de su
comparabilidad y el rendimiento especifico con diferentes comunidades de pe-
ces. Por ejemplo, tanto el tamario corporal de los peces como las diferencias de
sensibilidad especificas entre especies, combinado con las caracteristicas fisicas
de los arroyos, pueden causar un sesgo indeseable en los resultados obtenidos
con uno u otro método debido a cambios en la eficiencia de captura (Rodgers et
al., 1992; Angermeier & Smogor, 1995; Baldwin & Aprahamian, 2012). Incluso en
arroyos similares, los diversos atributos de las comunidades de peces, como la
riqueza de especies, la densidad y distribucién de tamanos, a menudo difieren
entre las zonas biogeograficas y climaticas (ej. Teixeira de Mello et al., 2012). La
eficiencia de los métodos de muestreo y el esfuerzo de muestreo requerido para
obtener resultados confiables también pueden diferir entre arroyos con comu-
nidades de peces contrastantes. En esta linea de trabajo, considerando sistemas
con comunidades de peces contrastantes, comparamos la precisiéon de los datos
obtenidos por los métodos P y SP con los datos estimados por M-P dentro de
cada sistema, realizando muestreos en varios arroyos representativos de dos re-
giones climaticas y biogeograficas diferentes, templada-paleartica en Dinamarca
y subtropical-neotropical en Uruguay. Los resultados obtenidos a partir de la es-
timacién por M-P se utilizaron como referencias, con el objetivo de construir re-
laciones para transformar de manera confiable los datos de riqueza, abundancia
y estructura de tallas obtenidos con el muestreo P y S-P a valores estimados M-P.
Esto permitié evaluar el desemperio de diferentes estrategias de pesca eléctrica
en arroyos que muestran estructuras muy diferentes de la comunidad de peces
(Teixeira de Mello et al,, 2012) y la aplicacién de ecuaciones de transferencia para
la extrapolacion de los diferentes atributos de la comunidad de peces. Los anali-
sis de regresioén revelaron que los tres métodos P, S-P y M-P proporcionaron una
imagen adecuada de la composicién de especies y la distribucién de tallas, no
siendo necesaria la formulacién de ecuaciones de transferencia para la compara-
Cién entre los métodos.

Por el contrario, la riqueza fue predicha mejor por S-P si consideramos las
regiones de manera independiente y por P si consideramos las regiones de ma-
nera conjunta. Las ecuaciones de transferencia obtenidas para la abundancia
revelaron que los datos de captura en las estimaciones de densidades por los
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métodos P y S-P se pueden transformar con precisiéon al M-P. Las ecuaciones de
transferencia generadas pueden tener gran relevancia, ya que permiten compa-
raciones confiables entre los datos obtenidos por diferentes métodos de pesca.
También demostramos que muestreos menos intensivos pueden ser igualmente
utiles para el monitoreo. La generacion de este tipo de modelos ayuda a cons-
truir protocolos de muestreos en los cuales podemos reducir la captura de peces
y obtener resultados similares. En este caso el nivel de reduccién es contundente
para ambas regiones climaticas, ya que entre la captura de peces con el méto-
do de mayor captura M-P y el de menor esfuerzo P en Uruguay se observé una
reduccién de 3.992 a 1.777 y en Dinamarca de 539 a 356 individuos. Las ecuacio-
nes se pueden obtener en Teixeira de Mello et al. (2014) (Environ Monit Assess
186:1665-1677).

Artes de pesca pasivas

Redes de enmalle de espera o redes agalleras

Las redes de enmalle son el método mas utilizado a nivel mundial para la
colecta de peces tanto en lagos someros y profundos como en rios, también es
utilizada en sistemas marinos. En sistemas de agua dulce tiene la gran ventaja de
permitir muestrear en zonas profundas no litorales (peldgicas) donde las artes de
pesca antes mencionadas en general no son eficaces.

La captura con redes de espera generalmente no permite el calculo de den-
sidades y, en general, las capturas se expresan en funcién de unidades de esfuer-
zo de muestreo (CPUE), expresadas en redes o en drea de red por una unidad de
tiempo determinada.

Para la colecta con redes se deben considerar varios puntos importantes.
En primer lugar, las redes no son selectivas a una determinada especie, por lo
gue no es un arte de pesca recomendable para la blisqueda de una especie en
particular. El uso de diferentes tamaros de malla permite tener una mejor vision
de la distribucion de tallas de cada especie, asi como la colecta de especies de
diferentes tamanos. Por otra parte, la captura con redes suele permitir muy poca
liberacidn de peces, la gran mayoria de las especies mueren en las redes, excep-
to algunas especies pertenecientes a la familia Loriicaridae (viejas de agua). En
este sentido es de suma importancia que en los sistemas donde es posible ingre-
sar varias veces al agua y no reviste riesgo para los operarios, durante la espera,
se revisen las redes en periodos de dos a tres horas. Se debe considerar que el
muestreo en un mismo sistema en diferentes momentos del afio puede requerir
esfuerzo de colecta diferencial. Una forma importante de regular la captura es
considerar el nimero de redes que se trabaja. Por ejemplo, el uso de hasta 8
redes noérdicas (mas adelante seran presentadas) durante toda una noche puede
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implicar varias horas de trabajo de 5 a 8 personas para sacar los peces de las re-
des, alo que se deben sumarse las horas para el procesamiento de dichos peces.

{Cuéntas horas debemos pescar con las redes? No es sencillo de definir y
depende del conocimiento previo que se tenga del sistema. Como regla general,
es conveniente comenzar con pocas redes o pocas horas de pesca para poder re-
gular la captura, teniendo en cuenta las consideraciones asociadas a la represen-
tatividad y la validez de los datos que se estan colectando. Dependiendo de los
muestreos, diferentes proyectos en nuestro pais han empleado de 2 a 12 horas
de calado. ;En qué horario debemos realizar el muestreo? Esto es muy depen-
diente de los objetivos y preguntas del proyecto. A menos que se busque evaluar
como cambia la actividad de los peces durante el dia, la colecta en general se
realiza durante toda la noche o durante el amanecer y el atardecer, debido a que
en estos momentos del dia los peces suelen presentan su mayor actividad (Gelds
et al,, 2010), y esto permite capturar la mayor diversidad de especies y mayores
abundancias. Por otro lado, si lo que interesa es determinar las abundancias rela-
tivas de las diferentes especies, un nimero de horas excesivas cuando la captura
es abundante puede generar problemas en la representatividad de la muestra.
Esto se debe a que existe un efecto de sobresaturacion de peces, por el cual, silas
capturas son muy elevadas, las redes pierden su efectividad. Algunos estudios
muestran que la captura no se relaciona de forma lineal con el tiempo, obser-
vandose una disminucién en el numero de individuos capturados a medida que
se aumentan las horas de colecta (Olin et al., 2004). Otro aspecto importante a
considerar en el uso de redes es la predacion sobre los peces atrapados por parte
de piscivoros lo que puede representar un problema en el uso de este método
de pesca en algunos sistemas. Por ejemplo, en nuestros sistemas podemos tener
problemas importantes por ataques de tarariras (Hoplias spp.) y pirahas (serra-
salmidae). En muchos casos algunos piscivoros de gran tamafo son atrapados
precisamente por esta actividad de extraccién en la red (Fig. 8).
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Figura 8. Pike (Esox lucius) atrapado en la red al predar sobre una Perca (Perca fluviatilis). Foto: Franco
Teixeira de Mello.

En cuanto a la representatividad de las colectas, se debe considerar la se-
lectividad que tienen distintos tipos de redes sobre las diferentes especies, en
general se observa una relacién lineal entre el tamafio de los peces y el tamafo
de las mallas utilizadas. Sin embargo, esa relaciéon no existe para determinadas
especies y se pueden capturar peces de un mismo tamano, en general indivi-
duos medianos a grandes, en un mismo tamafno de malla. En nuestros sistemas
este fendmeno se asocia a especies de siluriformes que cuentan con estructuras
como chuzas y placas que los hacen mas vulnerables a la captura. En estos casos
debemos ser conscientes de que existira una sobreestimacién de la abundancia
de estas especies. Por este motivo, es fundamental conocer la selectividad de las
redes para tener buenas estimaciones de la abundancia relativa de las diferentes
especies (Fig. 9). En nuestro pais aun no se ha avanzado en el andlisis de este tipo
de informacion.
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Figura 9. Se observa como peces siluriformes considerablemente mas grandes que el tamarno de
malla quedan atrapados debido a ornamentaciones corporales. Izquierda: Paraloricaria vetula, Derecha:
lheringhthys labrosus. Fotos: Franco Teixeira de Mello.

Otro aspecto relevante a la hora de realizar colecta con redes es conside-
rar el efecto, sobre todo en rios, que puede tener el arrastre de detrito y algas
filamentosas que son retenidas por las redes haciéndolas sumamente visibles y
disminuyendo su efectividad de captura.

Tipo de redes y estandarizacién

La diversidad de redes que se utilizan en trabajos cientificos es muy variada.
Una de las caracteristicas que define a una red es si es flotante o va al fondo, lo
que esta definido por el tamario de las boyas en la linea superior y por el peso de
los plomos en la linea inferior. El tamario de las mallas es otro factor fundamen-
tal y existen infinidad de combinaciones de tamafo de malla (a cada malla se le
llama pafio) y largo de cada pafio, asi como el nimero de diferentes pafios que
se colocan en cada red. Otro factor importante en las redes de monofilamento
es el diametro del monofilamento que se utiliza para generar cada pafo, ya que
a medida que el didametro aumenta la red se rompe menos pero se va perdiendo
flexibilidad y por lo tanto efectividad en la captura de los peces. Otros tipos de
redes llamados trasmallos estdn compuestos por una red de tamaio de malla
pequeno cubierto a ambos lados por una malla de mayor diametro.

Debido a la gran diversidad de tipos de redes muchas veces se hace imposi-
ble poder comparar datos entre trabajos, lo que resulta en una pérdida de infor-
macion, que ya fue generada y muchas veces se debe recurrir a la realizacién de
nuevos muestreos comparables. Por ello, es de suma importancia la estandariza-
cién de las redes que se utilizan en los diferentes ambientes.

Desde hace varios afios en Uruguay hemos comenzado a utilizar redes de
enmalle estandarizadas “Nordic SurveyNets”, tanto en lagos como en rios. Estas
redes son utilizadas en toda Europa y estan siendo incorporadas en paises de
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nuestra region. Cuentan con 12 pafos de 2,5 metros cada uno, y una altura de
1,5 metros. Los 12 pafios incluyen mallas que van desde 5 a 55 mm. También se
ha estandarizado el diametro del monofilamento que se usa para cada tamafo
de malla, y el orden de cada pafio en la red es el mismo. Este sistema nos permite
colectar una amplia distribucién de tallas de una misma especie y especies de
diferentes tamanos (Fig. 10).

Figura 10. Izquierda, esquema de red estandarizada, la numeracién superior que comienza en 43
muestra el tamafo de las mallas en mmy el orden de cada pafio en la red. La numeracién de abajo que
comienza en 0,2 muestra el didmetro de la linea correspondiente a cada malla. Derecha, muestra distri-
bucién de tallas de Crenicichla missioneira colectados en el Rio Uruguay. Foto: Franco Teixeira de Mello.

Nasas

Las nasas son otro arte de pesca pasivo, que consiste en trampas que per-
miten el ingreso, pero en general resulta muy dificil que los peces puedan salir.
Estas tienen una amplia diversidad de formas, tamafios y materiales de construc-
cién y son utilizadas en diversos ambientes. En general las nasas se colocan so-
bre el fondo y, dependiendo de su tamafo, pueden capturar peces pequefos o
grandes. Es importante vigilar con frecuencia las nasas debido a que los peces
que ingresan se mantienen vivos y puede existir depredacién. En este sentido,
algunos especimenes grandes pueden quedar capturados intentando ingresar
para alimentarse de peces mas pequefios (Fig. 11), por lo que puede ser un siste-

ma inadecuado para estudios de alimentacién.
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Figura 11. Se muestran dos tipos de nasa, Izquierda: nasa de malla metélica, se puede observar que
los peces ingresan por los extremos en forma de embudo, luego es muy dificil encontrar la salida en el
centro. Derecha: se muestra nasa con malla de red y sistema de ingreso de embudo, en la que quedo
atrapada una tararira (Hoplias malabaricus) posiblemente intentando predar los peces atrapados. Foto
izquierda: Franco Teixeira de Mello, Foto derecha: Clementina Calvo.

Espineles/Palangres

El espinel es otro método de pesca pasiva que, a diferencia de los métodos
anteriores, lleva cebo o carnada. En general se denomina espineles a los que se
utilizan en sistemas de agua dulce y palangres a los utilizados en el mar, siendo
estos ultimos significativamente mayores. Los espineles consisten en una linea
llamada linea madre, de donde surgen lineas mas finas, llamadas brazoladas o
reinales, las cuales tienen anzuelos en su extremo. Las brazoladas se separan en-
tre ellas una distancia que impida que se enganchen los anzuelos de dos brazo-
ladas diferentes (Fig. 12). Segun la carnada que se utilice, el tamafo de los anzue-
los, la posicién donde se coloque y la hora del dia, puede dirigirse a la pesca de
determinadas especies o grupos de especies. Si se pretende capturar individuos
vivos se deben revisar frecuentemente, ya que los individuos de la mayoria de las
especies mueren rapidamente al estar capturadas por un anzuelo. Este método
de colecta solo es recomendable cuando no se pueda acceder con otras artes
de pesca como redes de enmalle o redes de arrastre, sobre todo si se considera
utilizar como carnada a otros peces que deben ser capturados previamente.
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Figura 12. Espineles utilizados en la pesca artesanal del Rio Uruguay listos para ser encarnados. Foto:
Nicolas Vidal.

Manipulacion de los peces

Los peces son muy sensibles a la manipulacion, por lo que, en casos en los
que se pretende devolver los individuos al ambiente en el momento del mues-
treo, la manipulacién debe ser rapida. Es recomendable en primera instancia
colocar los peces en recipientes grandes, manteniéndolos en la sombra y, si es
necesario, utilizar aireadores (Fig. 13). Este procedimiento tiene menor probabi-
lidad de ser aplicado si los peces son capturados con redes agalleras, trasmallos
o espineles.

El traspaso de peces de un recipiente a otro (por ejemplo, si se separan por
especies) es recomendable que se realice con calderines pequefios como los de
acuario, de manera de reducirles el dafo y el estrés generado.
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Figura 13. Truchas colectadas con pesca eléctrica a la espera de ser procesadas en campo. Foto: Fran-
co Teixeira de Mello.

Dentro de las posibles manipulaciones se encuentran las técnicas de mar-
cado de individuos para ser liberados y colectados nuevamente. El marcado
permite obtener informacion del movimiento y crecimiento de los peces. En el
mercado se encuentra una gran variedad de tipos y tamafios de marcas que se
deberan seleccionar segun el tamafo del pez. En Uruguay existen experiencias
de marcaje de tarariras en el Rio Negro (Fig. 14) y dorados en el Rio Uruguay.

Por otro lado, se pueden realizar marcas directamente sobre el pez (e. g. reti-
rando algunas escamas o perforando una aleta), aunque suelen tener muy poca
durabilidad.

Otros métodos mas modernos de marcaje incluyen la instalacién de chips o
radiotransmisores que permiten monitorear el movimiento de los peces. En Uru-
guay se han utilizado en tiburones en el medio marino y en especies migradoras
como el dorado en el rio Queguay.
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Figura 14. Marca tipo spaguetti colocada en tarariras en el rio Negro. Proyecto GEF DINARA FAO “En-
sayo piloto de un enfoque de ecosistemas para la pesca costera en Uruguay”. Foto: Franco Teixeira de
Mello.

Anestesia y eutanasia de peces

Dependiendo del objetivo del estudio, muchas veces se requiere anestesiar
peces y registrar determinada informacion y, en otros casos, se requiere realizar
eutanasia de los peces en el campo. Tanto para la anestesia como para la eu-
tanasia en campo se suelen utilizar los mismos anestésicos en diferentes con-
centraciones y/o tiempo de exposicidn. Los principales anestésicos utilizados en
nuestro pais para el trabajo con peces en el campo son el 2-Phenoxi-Ethanol y
el Eugenol (aceite de clavo). En el caso del 2-Phenoxi-Ethanol es recomendable
comenzar a trabajar con soluciones de 1 ml.L", concentracién que permite anes-
tesiar los peces y realizar procedimientos rapidos como registrar su largo y peso.
Luego se lo debe dejar en un recipiente con agua del sistema y esperar a que se
recupere antes de ser liberado. Si se pretende realizar eutanasia es mejor trabajar
con concentraciones mayores, de 2 a 3 mlLL". En el caso del Eugenol, primero se
debe preparar una solucién madre de 1:10 (Eugenol: Alcohol 95), que se utiliza
en campo. Al igual que con el 2-Phenoxi-Ethanol es recomendable comenzar a
trabajar con soluciones de 1 ml por litro de agua. Mientras que, para eutanasia, es
mejor trabajar con concentraciones mayores a 4 a 5 ml.L". En nuestro pais, con-
siderando el gran nimero de especies, es muy dificil contar con una receta que
permita trabajar con todas las especies, por lo que la experiencia del investigador
es fundamental a la hora de tomar determinadas decisiones. Por ejemplo, en el
verano es mas dificil lograr la recuperacion de los individuos que en el invierno,
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ya que el estrés y la capacidad de recuperacién de los peces disminuye al au-
mentar la temperatura del agua. Si la manipulacién es rapida, en muchos casos
conviene medir y pesar el pez sin anestesiarlo, pero es una decisién que debe ser
considerada en campo y dependera de la experiencia previa. En el caso del uso
de las redes para aquellos individuos que quedan muy enredados y aldn estan
vivos, es recomendable sacrificarlos con un golpe en la cabeza o dislocaciéon cer-
vical manteniendo firme el cuerpo del pez con una mano y doblando la cabeza
del pez hacia arriba con la otra mano.

Transporte de peces

Si se requiere transportar peces vivos del campo al laboratorio o estacion
experimental es necesario tener en cuenta varias consideraciones. Para mante-
ner una oxigenacion adecuada las bolsas o recipientes plasticos donde se colo-
can los peces deben cerrarse, logrando que el contenido de agua no supere un
20% del volumen. Ademas, se debe evitar que los recipientes reciban sol direc-
to, ya que el aumento de la temperatura de agua puede provocar la muerte de
los peces. En caso de transportar peces grandes en grandes volimenes de agua
es recomendable bajar la temperatura del agua colocando hielo, lo cual baja el
metabolismo de los peces y el agua mantiene mayor concentraciéon de oxige-
no. Cuando la temperatura es elevada los peces chicos pueden ser colocados en
conservadoras con hielo sin que el agua se enfrie demasiado, ya que esto tam-
bién puede provocar la muerte de los peces.

Fijacion y preservacion

La fijacidn de los peces se realiza para preservar los ejemplares para su tra-
bajo en el laboratorio pocos dias después de su colecta, o incluso anos después,
si son depositados en una coleccion cientifica. La fijacion en el campo, luego
de la eutanasia, se realiza con formol 10%. Para asegurar una buena fijacidn, es
conveniente mantener un volumen mayor de formol que el de peces, y en el
caso de peces mayores a 20 cm es recomendable inyectar formol en la cavidad
abdominal. Al trabajar con formol hay que considerar que: 1. el formol que se
comercializa en general es formaldehido 40% y se debe diluir 10 veces para ob-
tener la concentracion adecuada de formol 10% o formaldehido 4%; 2. se debe
usar proteccidon en manos, cara y 0jos con guantes, mascara y lentes, ya que el
vapor del formol causa irritacién en los ojos y en las vias respiratorias y afecta la
piel rapidamente por contacto directo, a su vez, la exposicion crénica tiene efec-
tos cancerigenos en humanos.

Las muestras fijadas en formol sirven para multiples analisis posteriores,
como por ejemplo trabajos de isétopos estables (Gonzalez-Bergonzoni et al.,
2015), morfometria externa y andlisis 6seos, analisis de contenido estomacal y pa-
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rasitos, entre otros varios. En el caso de muestras guardadas por largos periodos
en formol, existe una descalcificacién ésea, por lo que es recomendable utilizar
cuatro gramos de fosfato de sodio monobasico monohidratado (Na,HPO,.H,0)
y seis gramos de fosfato de sodio dibasico anhidratado (Na,HPO,) por litro de
formol al 10% (Hughes & Cosgrove, 1990) para evitar ese proceso.

En cuanto a los medios de preservacion, el mejor preservante y el mas usado
es el alcohol etilico al 70%. Como preservante, el alcohol etilico al 70% es un buen
biocida, pero también es solvente e hidrofilico, por lo que causa que los tejidos
se deshidraten y se encojan. Para estudios genéticos, por ejemplo, las muestras
se preservan directamente en alcohol 95% e incluso pueden ser guardadas en
freezer a -20 °C. A su vez, muestras que previamente han sido fijadas en formol
pueden ser preservadas en alcohol 70%, facilitando de esta forma el trabajo en
el laboratorio, ya que evitan la exposicién al formol. El pasaje de muestras desde
formol a alcohol idealmente debe realizarse de forma secuencial, pasando de
agua destilada a alcohol 10%, 30%, 50% y finalmente 70%, permaneciendo 10
minutos en cada paso. De esta manera se evita el deterioro de los tejidos del pez
(Laframboise et al.,, 1993).

Colecciones cientificas

Las colecciones cientificas son el destino final de muchas de las muestras
que se obtienen en campo, y en ellas los individuos que se depositan deben ser
acompanados del maximo de informacién posible. Existen diversos tipos de co-
lecciones segun el tipo de muestra o grupos taxondmicos que se preserven. Las
funciones e importancia de las colecciones cientificas radican en los objetos de
naturaleza Unica que contienen, los que constituyen materia prima para gene-
rar y validar conocimiento cientifico. Ademas, preservan, conservan y mantienen
disponibles los materiales y su informacion, de esta manera se esta protegiendo
un patrimonio cultural irremplazable. En este contexto, las colecciones permiten
en muchos casos realizar investigaciones sustentadas en muestras ya tomadas,
por lo que es una forma de reducir el sacrificio de animales, optimizar la informa-
cién que se puede obtener de ellos y reducir el gasto en investigacion. Ademas,
nos permiten evaluar cambios en el tiempo, por ejemplo j;cdmo cambié el habi-
to tréfico de una especie luego de un impacto?, o jcémo cambid el nimero de
especies en un determinado lugar? Por estos motivos, la informacién organiza-
da en colecciones es una herramienta indispensable para la investigacién, pero
también para el desarrollo de politicas y la toma de decisiones informadas para
la gestién sostenible de los recursos naturales, el ordenamiento territorial y la
conservacioén de la biodiversidad. Ademas, las colecciones constituyen un apoyo
insustituible para la investigacion en una amplia variedad de disciplinas cientifi-
cas. Por otra parte, las colecciones cientificas constituyen espacios que permiten
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la integrar la docencia, investigacién y extension, a nivel de grado, posgrado y
educacién no formal en numerosas disciplinas cientificas.
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CAPITULO 5

La construccion de un modelo experimental a partir de una
especie silvestre: el caso de los peces eléctricos uruguayos

Ana Silva'

Introduccion

Los peces eléctricos de agua dulce neotropicales pertenecen al Orden Gym-
notiformes (Mago-Leccia, 1994) y se encuentran distribuidos en una amplia zona
del continente americano desde la provincia de Chiapas, en México al norte, has-
ta la cuenca del Rio de la Plata al sur (Géry, 1969; Lowe-McConnell, 1987). Se ca-
racterizan por presentar una modalidad sensorial peculiar, la electrorrecepcién
activa, que implica la emision de descargas eléctricas de bajo voltaje (electroge-
neracion) y su deteccion a través de sensores ubicados en la superficie corporal
(electrorrecepcion). A través de la emisidn y recepcion de estas sefales eléctri-
cas, los gymnotiformes son capaces de detectar la presencia de objetos en el
ambiente y, por lo tanto, navegar. Como se muestra en la figura 1, la forma de
onda de las descargas eléctricas y su ritmo de emisidn son caracteristicos de cada
especie. Por lo tanto, las descargas eléctricas también actian como senales de
comunicacion entre coespecimenes y proveen informacion sobre sexo, hora del
dia, y diversos estados fisioldgicos y motivacionales de los individuos.

Los peces gymnotiformes son especialmente abundantes y diversos en la
zona tropical correspondiente a las cuencas de los rios Amazonas y Orinoco. Al-
rededor del ecuador se reconocen mas de 130 especies, pero su nimero decrece
hacia el norte y sur de la distribucién. En descripciones tradicionales de ictiofau-
na en nuestro pais (Devincenzi & Barattini, 1928; Vaz Ferreira, 1969) se reportan
6 especies de gymnotiformes: Gymnotus carapo, Hypopomus brevirostris, Eigen-
mannia virescens, Apteronotus leptorynchus, Rhamphichthys rostratus, y Rhamphi-
chthys marmoratus. En la recopilacién mas recientemente realizada sobre peces
del rio Negro con criterios taxonémicos actualizados (Serra et al., 2014) se reco-

1 - Laboratorio de Neurociencias, Facultad de Ciencias, Universidad de la Republica.
- Unidad Bases Neurales de la Conducta, Instituto de Investigaciones Bioldgicas Clemente
Estable - asilva@fcien.edu.uy
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nocen: Gymnotus omarorum (Richer-des-Forges et al., 2009), Brachyhypopomus
gauderio (Giora & Malabarba, 2009), Brachyhypopomus bombilla (Loureiro & Silva,
2008), Brachyhypopomus draco (Giora et al., 2008), y Eigenmannia virescens (Ei-
genmann, 1910). En forma mds particular, el estudio biogeografico realizado por
Silva et al. (2003) se enfocé especialmente en la deteccidn de peces eléctricos en
nuestro pais, explorando mas de 200 cursos de agua dulce en sus intersecciones
con las rutas nacionales y caminos vecinales. Como se muestra en la figura 1, este
estudio confirmé la presencia de cuatro especies mayormente descritas en bases
a individuos provenientes de nuestro pais: Gymnotus omarorum, Brachyhypopo-
mus gauderio, Brachyhypopomus bombilla y Eigenmannia virescens. Es interesante
resaltar que Gymnotus omarorum es la Unica especie encontrada en todo el te-
rritorio nacional y la Unica que se encuentra en tributarios directos del Rio de la
Plata al sur del pais. También es interesante destacar que Gymnotus omarorumy
Brachyhypopomus gauderio (distribuida en el noreste del pais) son las principales
especies del Orden Gymnotiformes en Uruguay y, por tanto, con las que mas
se ha trabajado experimentalmente. Finalmente, es notorio que estas escasas
especies australes de peces eléctricos se han adaptado a vivir en condiciones
naturales propias de la zona subtropical con importantes variaciones estaciona-
les de la temperatura del agua (en un rango de 8-33 °C) y del fotoperiodo (luz/
oscuridad de 10 hs:14 hs en invierno a 14 hs:10 hs en verano), condiciones que se
alejan mucho de las encontradas en zonas tropicales donde viven la mayoria de
las especies de gymnotiformes.

Brachyiropormas gedero

AL

Figura 1. Relevamiento de la ocurrencia de Gymnotiformes en cursos de agua dulce de Uruguay.
Izquierda: se reportan 4 especies con diferente distribucion: Gymnotusomarorum en rojo, Brachyhypo-
pomus gauderio en azul, Brachyhypopomus bombilla en negro y Eigenmanniavirescens en amarillo. De-
recha: se presentan fotos individuales de cada especie junto con su descarga eléctrica caracteristica.
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Todo manejo experimental de peces eléctricos autéctonos empieza con su
deteccién y colecta en el habitat natural. Como paso previo, y como se comenta
en el Capitulo 2 de este libro, es necesario contar con un permiso de colecta,
que en este caso es emitido por la Direccién Nacional de Recursos Acuaticos del
Ministerio de Ganaderia Agricultura y Pesca; ademas de la aprobacién del proto-
colo de experimentacién por parte del Comité de Etica en el Uso de Animales de
Experimentacién de la institucién correspondiente. El procedimiento de colecta
de peces eléctricos aprovecha dos aspectos fundamentales de su biologia: 1) sus
habitos nocturnos, por lo que se colectan durante el dia cuando los animales
estdn en reposo generalmente refugiados entre las raices de plantas acuaticas;
y 2) su capacidad de generar electricidad, por lo que se utiliza un detector de
las descargas para localizar con precisién la ubicacién de cada individuo. Como
se muestra en la figura 2, este detector es un amplificador de sefales eléctricas,
cuya salida se conecta a un parlante, lo que permite transformar cada descarga
eléctrica en un sonido. La técnica de deteccion y colecta consiste en vadear la
zona litoral cubierta de vegetaciéon con maximo cuidado para no distorsionar el
ambiente ni generar la alerta de los peces colocando el detector entre las plantas
hasta detectar el sonido caracteristico. Una vez identificado el sonido, se rastrea
el punto de maxima auscultacién para precisar la ubicacion del pez, y finalmente
se coloca un calderin de cuadro de hierro firme por debajo del lugar indicado,
a modo de bandeja, y se levanta cuidadosamente. El éxito de la maniobra se
monitorea por el aumento del volumen de la sefial sonora que se percibe al le-
vantar el calderin junto con el pez refugiado entre la vegetacién. Es importante
destacar que el nimero de individuos colectados por maniobra va a depender
del espaciamiento interindividual de cada especie. En el ejemplo de la figura 2,
se muestra la colecta de Brachyhypopomus gauderio que es una especie gregaria,
por lo que pueden colectarse varios individuos por vez. En el caso de Gymnotus
omarorum, que es una especie territorial como se describe mas adelante (ver fi-
gura 3), el procedimiento de colecta es individual, y se repite de igual manera
hasta alcanzar el nUmero de animales necesarios. Inmediatamente después de
ser capturado, el animal se coloca en una bolsa plastica con un tercio de agua del
habitat natural y dos tercios de aire para su traslado al Bioterio de Animales Poi-
quilotermos del Instituto de Investigaciones Biolégicas Clemente Estable, donde
se mantienen en cautiverio hasta su utilizacién. Alternativamente, los animales
se estudian en el campo y se procesan rapidamente después de su captura, de
acuerdo a protocolos de experimentacién preestablecidos.
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Figura 2. Captura de peces eléctricos en la Laguna Lavalle, Tacuarembd, Uruguay. Se muestra el de-
tector utilizado para la ubicacién precisa del animal, y la secuencia de busqueda por vadeo en la zona
litoral de la laguna cubierta de vegetacién, detecciéon por transformacion de la sefal eléctrica en so-
noray colecta.

El estudio de los peces eléctricos como modelo neuroetolégico fue introdu-
cido en el pais por los investigadores del Instituto de Investigaciones Biologicas
Clemente Estable Omar Macadar y Omar Trujillo-Cendz en la década de 1980.
Hoy constituyen uno de los grupos de peces autéctonos mejor estudiados del
pais con diversos enfoques tanto ecolégicos, sistematicos, anatémicos, compor-
tamentales, fisioldgicos, biofisicos como cognitivos. En estos casi 40 afos, se ha
contribuido al conocimiento de este interesante grupo de animales y se ha ga-
nado una importante experiencia de manejo, tanto en la naturaleza como en el
laboratorio, sobre la cual se sustenta la construcciéon de un modelo experimen-
tal a partir de especies silvestres autdctonas. A continuacion, se presentan dos
ejemplos de manejo en base de las dos especies mas abundantes de Uruguay,
Gymnotus omarorum y Brachyhypopomus gauderio.

Caso 1: Gymnotus omarorum: territorialidad fuera del periodo reproductivo

Gymnotus omarorum se ha convertido en un modelo ventajoso para estudiar
las bases neuroenddcrinas de la agresion, por desplegar un tipo de agresion te-
rritorial inusual, Unico ejemplo estudiado en teledsteos hasta el momento, que
se produce fuera del periodo reproductivo, tanto en machos como en hembras,
en forma independiente de las hormonas gonadales. La agresion intraespecifica
mejor estudiada y entendida en vertebrados ocurre mayormente entre machos,
en contexto agonistico relacionada a la competencia por hembras y/o territo-
rios durante la reproduccidn, y por tanto fuertemente controlada por hormonas
androgénicas gonadales. La ocurrencia de agresion intraespecifica sin motiva-
cion reproductiva, como es el caso de Gymnotus omarorum, abre la oportunidad
para el estudio de mecanismos alternativos o complementarios de modulacién
de esta conducta social. Por otra parte, la territorialidad, entendida como la ca-
pacidad de mantener acceso prioritario en una regién delimitada con exclusién
proactiva de intrusos, se acepta que se establece por encuentros agonisticos que
permiten el establecimiento y mantenimiento de la dominancia sobre el recurso
territorio. Combinando abordajes de campo y de laboratorio, se ha podido de-
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mostrar en Gymnotus omarorum cémo el comportamiento agonistico media la
adquisicion y defensa de territorios.

La distribucién espacial de una poblacién de Gymnotus omarorum se estudio
en su habitat natural fuera del periodo reproductivo a través del censado eléctri-
co (Zubizarreta et al,, 2017). En primer lugar, se procedié a la identificacién precisa
del lugar en que se encuentra cada individuo (puntos en figura 3 arriba). En base
a estos puntos, se determind la distancia al vecino mas préximo (lineas en Figura
3 arriba) que se utilizé como indicador del tamano territorial. Posteriormente, se
procedio a la extraccion de cada pez y a la toma de medidas morfométricas, fisio-
I6gicas y hormonales para identificar los determinantes del tamafo territorial. A
través de un modelo lineal generalizado, que consider6 el sexo de los individuos,
su tamano corporal, los niveles de hormonas esteroides gonadales, entre otras
variables. Se pudo determinar que el mejor y Unico predictor del tamafo territo-
rial para machos, hembras y para ambos sexos considerados en conjunto fue el
tamano corporal, como se muestra en la figura 3 abajo.

Figura 3. Distribucion espacial de individuos de Gymnotus omarorum en la Laguna de los Cisnes, Mal-
donado, Uruguay. Arriba: foto aérea de la zona de estudio indicando la presencia de cada individuo
(puntos) y la distancia al vecino mds préximo (Dl indicada con lineas). Abajo: resultado del Modelo Li-
neal Generalizado indicando que el mejor predictor del tamafo territorial medido por Dl es el tamafio
corporalencm p=0,01;r*=0,11; n =48.
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Con la idea de demostrar que el espaciamiento de los individuos de Gymno-
tus omarorum era el resultado de la defensa de territorios individuales mediado
por encuentros agonisticos, se disefiaron dos experimentos conductuales que se
llevaron a cabo en el laboratorio. En primer lugar, se disefiaron experimentos de
encuentros diadicos de corto plazo (20 minutos) macho-macho, hembra-hembra
y macho-hembra para evaluar los determinantes de la resolucién del conflicto
(figura 4 arriba). En segundo lugar, se disefiaron experimentos de encuentros dia-
dicos entre machos de largo plazo (36 horas) para evaluar la persistencia de la
jerarquia y la defensa del territorio a lo largo del tiempo (figura 4 abajo).

Como paso preliminar de todo experimento realizado en el laboratorio, los
individuos ingresan al Bioterio de Animales Poiquilotermos del Instituto de In-
vestigaciones Biolégicas Clemente Estable, donde se les consigna peso y longi-
tud. El alojamiento de gymnotiformes en estas instalaciones se realiza en tan-
ques exteriores de 500 | de agua de baja conductividad (< 200 uS/cm), cubiertos
de vegetacién acuatica similar a la observada en la naturaleza. Los animales se
alimentan ad libitum con Tubifex tubifex y se mantienen en un rango de tempe-
ratura de 10-30 °C. Respetando las condiciones de espaciamiento individual de
Gymnotus omarorum en la naturaleza, y para asegurar una misma experiencia
previa de encuentros agonisticos entre los animales, los individuos de esta es-
pecie se colocan en compartimientos individuales dentro de los tanques aloja-
miento. De esta forma pueden comunicarse por medio de sus descargas pero no
agredirse fisicamente.

a 4 E b
20
"'@'""#min
a 2 b c

—

..@....MMI/‘ |31§

Figura 4. Encuentros agonisticos diddicos en Gymnotusomarorum. Arriba: experimento en diadas in-
tra e intersexuales de corto plazo (20 min). Abajo: experimento en diadas macho-macho de largo
plazo (36 hs). a: fase preconflicto: los individuos se colocan en compartimientos separados por una
compuerta rebatible. b: fase de contienda: los individuos interactlan agresivamente. c: fase de man-
tenimiento de la dominancia. Se indican el momento del apagado de la luz en la estacién conductual
coincidente con el atardecer y el momento de la resolucion del conflicto (r) (Perrone et al, 2019).
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Los encuentros agonisticos de corto plazo (figura 4 arriba) permitieron de-
mostrar que inmediatamente después de levantar la compuerta (en menos de 30
s) se produce en todos los casos una contienda agresiva de la que surge el esta-
blecimiento de un estatus de dominancia-subordinacién en pocos minutos (alre-
dedor de 3 min. en promedio). En estas contiendas, se reconoce una primera fase
en la que ambos individuos intercambian despliegues agresivos y una fase final
de resolucién en la que sélo el dominante continda con los ataques mientras el
subordinado se retira. El subordinado agrega ademas una secuencia de sefales
eléctricas de subordinacidn que incluyen la disminucién del ritmo de emisién de
su descarga, el apagado de su descarga que simula su huida y chirps de sumisién
gue son sefales transitorias de alta frecuencia y baja amplitud. Del andlisis de es-
tos experimentos realizados fuera del periodo reproductivo con animales adul-
tos no sexualmente maduros surgen los siguientes resultados: a) la resolucion del
conflicto s6lo depende de la asimetria en el peso corporal de los contrincantes
siendo el individuo de mayor tamafio el que se establece como dominante (Ba-
tista et al., 2012); b) no existen diferencias en los niveles de hormonas esteroides
circulantes entre dominantes e individuos control (Quintana et al., 2016); y ¢) las
caracteristicas de la contienda entre individuos castrados son indistinguibles de
las que involucran individuos intactos (Jalabert et al., 2015). Estos resultados con-
cuerdan con lo observado en la naturaleza y sugieren que el establecimiento
de territorios individuales correlacionados con el tamafio corporal estd mediado
por encuentros agonisticos que se desarrollan en forma independiente de las
hormonas gonadales y cuya resolucién sélo depende de la asimetria de tamafos
corporales entre los contrincantes.

Los encuentros agonisticos de largo plazo (figura 4 abajo) se realizaron en
peceras de registro mas grandes y permitieron demostrar que, después de le-
vantar la compuerta, se produce en todos los casos una contienda agresiva de
la que surge el establecimiento de un estatus de dominancia-subordinacién en
pocos minutos (menos de 15 min). Estas contiendas son menos agresivas que las
previamente reportadas y rara vez incluyen sefales eléctricas de sumision; sin
embargo, se resuelven también a favor del individuo de mayor tamaro (Valifio,
2017). El registro prolongado por 36 hs y el agregado de un unico refugio central
como territorio enriquecido a defender, permitié confirmar que la dominancia
no se revierte a largo plazo y que el dominante excluye proactivamente al su-
bordinado del area central de la arena, impidiéndole el acceso al refugio. Estas
caracteristicas, propias de la definicion de territorialidad, permitieron confirmar
que los encuentros agonisticos median la territorialidad en Gymnotus omarorum.
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Caso 2: Brachyhypopomus gauderio: reproduccion en cautiverio por claves
ambientales novedosas

El género Brachyhypopomus engloba varias especies de peces eléctricos
neotropicales. En particular, Brachyhypopomus gauderio, previamente clasificado
como Brachyhypopomus pinnicaudatus, es considerado un modelo experimental
muy ventajoso por exhibir una excepcional plasticidad en su sefalizacién eléctri-
ca que incluye modulaciones estacionales, dia-noche, y un pronunciado dimor-
fismo sexual en sus descargas eléctricas.

Estudios pioneros referidos al ciclo reproductivo de los gymnotiformes tro-
picales determinaron las condiciones ambientales y sociales requeridas para su
reproduccion. A pesar de vivir en el trépico, con escasas variaciones anuales de
fotoperiodo y de temperatura, estos peces se reproducen estacionalmente en
coincidencia con la estacién lluviosa. Kirschbaum (1975) logré la reproduccion
exitosa de varias especies de gymnotiformes en cautiverio manteniendo grupos
de peces en grandes peceras a temperatura constante (28 °C), con abundante ali-
mentacion y simulando lluvia por el agregado de agua desionizada diariamente
a la misma hora del dia. De esta manera, se logré remedar paulatinamente las
condiciones de la estacion lluviosa natural; es decir, el aumento gradual de los
niveles de agua con disminucion de la conductividad eléctrica. Con estas simples
maniobras de manejo se logré promover la maduracién gonadal en machos y
hembras indiferenciados y la ovoposicidn y espermiacidn en menos de 30 dias.
La puesta en practica de esta técnica en Brachyhypopomus pinnicuadatus se per-
fecciond en el laboratorio de Philip Stoddard de la Florida International Universi-
ty, en Miami, EE.UU., a fines del siglo pasado. En este caso, se utilizaron tanques
exteriores comunales de 500 | cubiertos con densa vegetacion acuatica de tipo
camalote, una proporcién sexual de 1:2 - 1:3 macho-hembra, lluvia simulada de
agua desionizada para llevar la conductividad del agua por debajo de 150 uS/cm,
y un rango de temperatura entre 26-30 °C. Este grupo mostré que mantenien-
do estas condiciones, Brachyhypopomus podia reproducirse a lo largo de todo el
ano. Diariamente, se colectaban los huevos fertilizados encontrados en el dorso
de las hojas de las plantas acuaticas o en sus raices y se trasladaban a acuarios in-
teriores de cria de donde se obtenian individuos juveniles y adultos con un indice
de sobrevivencia razonable.

Para identificar el ciclo reproductivo de Brachyhypopomus gauderio y sus
determinantes ambientales en nuestro pais se hizo el seguimiento de una po-
blacién natural de esta especie en la Laguna del Tigre, departamento de Treinta
y Tres, Uruguay. Se determiné la estructura de la poblacién y sus variaciones es-
tacionales por muestreos mensuales utilizando la técnica de captura por unidad
de esfuerzo; es decir, el nUmero de individuos colectados durante un periodo
fijo de 2 hs. por un equipo entrenado en la deteccién y colecta de peces elécri-
cos (Silva et al., 2003). Inmediatamente después de su captura, se identificé el
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tamafo corporal de los individuos para separarlos como adultos o juveniles y, en
adultos, se buscaron los indicadores morfolégicos y electrofisioldgicos de ma-
durez sexual para clasificarlos como adultos indiferenciados, machos o hembras.
Como se muestra en la figura 5, la estructura poblacional de la especie presenta
importantes variaciones estacionales: los individuos adultos sexualmente ma-
duros (machos y hembras) sélo se observan durante los meses de noviembre
a febrero, siendo los principales representantes de la poblacién en diciembre.
Los individuos juveniles aparecen en una ventana temporal amplia, pero es claro
que la nueva cohorte aparece en enero, momento en que los juveniles son los
principales representantes de la estructura poblacional. Este estudio permitié
ubicar el periodo reproductivo de esta poblacidn austral de Brachyhypopomus
gauderio entre noviembre y febrero, en coincidencia con el pico maximo de las
variaciones estacionales de la temperatura promedio del agua y con el fotoperio-
do extremo con mayores horas de luz diaria (figura 6). Estos datos contrastan con
las condiciones ambientales propicias para la reproduccién reportada para este
mismo género en el trépico, teniendo en cuenta, ademas, que no se encontra-
ron diferencias estacionales en la conductividad eléctrica en los cursos de agua
dulce donde habitan peces eléctricos en Uruguay. Claramente, en ausencia de
alternancia de estaciones lluviosas y secas, la reproduccién de Brachyhypopomus
gauderio, y de las otras especies de gymnotiformes adaptadas a la vida en el cli-
ma templado utiliza otros factores temporizadores ambientales para el disparo
del proceso de madurez gonadal y posterior reproduccién.
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Figura 5. Seguimiento de la estructura poblacional de Brachyhypopomus gauderio en la Laguna del
Tigre, departamento de Treinta y Tres, Uruguay. Porcentaje de captura por unidad de esfuerzo (CPUE)
de individuos adultos indiferenciados (azul), machos (marrén), hembras (rojo) y juveniles (verde) a lo
largo del afio.
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Figura 6. Variaciones estacionales de la temperatura del agua consignada en la Laguna del Tigre en
los dos afios del muestreo y del fotoperiodo en relacién a la ocurrencia del periodo reproductivo en la
especie (drea recuadrada).

Manteniendo constantes el fotoperiodo (12:12 hs luz/oscuridad) y la conducti-
vidad eléctrica del agua (alrededor de 150 uS/cm) se pudo demostrar en el labora-
torio que la aclimatacién a temperaturas elevadas promovia la maduracién gona-
dal y aparicion de dimorfismo sexual en individuos adultos de Brachyhypopomus
gauderio fuera del periodo reproductivo (Quintana et al,, 2004). En base a estos
resultados, se lograron condiciones de cautiverio en tanques comunales exteriores
en los que se obtiene una reproduccion sistematica de la especie. Basicamente,
manteniendo una proporcién sexual de 1:3 macho-hembra, la conductividad por
debajo de 200uS/cm, y aportando una alimentacién generosa, se observa la pre-
sencia de huevos fertilizados y alevines, en coincidencia con el aumento de la tem-
peratura ambiente e incremento de las horas de luz de la primavera tardia-verano.

Es importante resaltar la plasticidad de la especie para detectar los cambios
del ambiente y ubicar su reproduccién en el momento preciso del ciclo anual
en que sus crias tengan maxima chance de supervivencia. Resulta evidente que
los requerimientos necesarios para la reproduccion exitosa incluyen alta tempe-
ratura y baja conductividad eléctrica del medio. Pero también resulta claro que
Brachyhypopomus gauderio es capaz de sensar variaciones ambientales de am-
bas variables para disparar su madurez gonadal. En el trépico, en condiciones de
temperaturas elevadas del agua constantes a lo largo del aino, la reproduccion se
enfasa con la disminucién de la conductividad eléctrica del agua que se produce
como consecuencia de la estacion lluviosa. En la zona templada, en cambio, con
condiciones de conductividad eléctrica del agua baja y constante a lo largo del
ano, la reproduccion se dispara por el aumento de la temperatura del agua que
se observa al aproximarse la estacion estival.
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Perspectivas

Los peces eléctricos del Orden Gymnotiformes se han instituido como mo-
delos experimentales neuroetoldgicos de gran impacto y proyeccion. El grupo de
investigadores uruguayos desarrolla estas actividades en constante colaboracién
con la comunidad internacional de peces eléctricos, organizada entorno a la Socie-
dad Internacional de Neuroetologia. La generalizacién de los abordajes genémi-
cos ha alcanzado a los peces eléctricos recientemente y sus aportes abren nuevas
perspectivas de manejo en el futuro cercano. En colaboracion con el laboratorio
de Harold Zakon, Universidad de Texas, Austin, EE.UU. y con el Departamento de
Gendmica del Instituto de Investigaciones Clemente Estable, dirigido por José
Sotelo-Silveira, se ha ensamblado el primer transcriptoma de referencia de Gym-
notus omarorum. Por otra parte, Jason Gallant, Universidad de Michigan, Lansing,
EE.UU., quien coordina el proyecto EfishGenomics, ha completado el ensamblado
del primer transcriptoma de referencia de Brachyhypopomus gauderio. Toda la in-
formacion referida se encuentra disponible en el sitio web www.efishgenomics.
integrativebiology.msu.edu. Para profundizar los estudios y las potencialidades
del modelo, se ha decidido enfocar los esfuerzos en la especie Brachyhypopomus
gauderio por la facilidad del manejo de su reproduccién. En ese sentido, por ejem-
plo, se trabaja en la instrumentacién de la técnica de CRISPR con el fin de tener
la posibilidad de modificar secuencias de genes especificas que den respuesta a
multiples interrogantes sobre la evolucién de los peces eléctricos y sobre el rol de
la comunicacién eléctrica en el moldeado de la conducta social. El avance de estas
técnicas impone unas condiciones de manejo que alejan, al menos a esta especie
seleccionada de Gymnotiformes, de su consideracion como ANTE y hacen pensar
que se asiste a la consolidacién de un modelo experimental de manejo tradicional
a partir de una especie silvestre autéctona de Uruguay.

Referencias

Batista G, Zubizarreta L, Perrone R, Silva A. 2012. Non-sex-biased Dominance in a Sexually
Monomorphic Electric Fish: Fight Structure and Submissive Electric Signalling.
Ethology 118: 398-410.

Devincenzi G J, Barattini LP. 1928. Album ictioldgico del Uruguay. Anales del Museo de Histo-
ria Natural, Montevideo, Uruguay. 24 pp.

Eigenmann CH. 1910. Catalogue of the freshwater fishes of tropical and south temperate
America. lll Zoology. Reports of the Princeton University Expeditions to Patagonia,
1896-1899. Princeton, pp. 375-511.

Géry J. 1969. The freshwater fishes of South America. pp. 828-848. In: E. J. Fittkau, J. llles & H.
Klinge (eds.) Biogeography and Ecology in South America. MonograpjiaeBiologi-
cae. No. 9. Dr W. Junk Publ, The Hague.

68



ANA SILVA

Giora J, Malabarba L R, Crampton W. 2008. Brachyhypopomus draco, a new sexually dimorphic
species of Neotropical electric fish from Southern South America (Gymnotiformes:
Hypopomidae). Neotropical Ichthyology 6:159-168.

Giora J, Malabarba L R. 2009. Brachyhypopomus gauderio, new species, a new example of
underestimated species diversity of electric fishes in the southern South America
(Gymnotiformes: Hypopomidae). Zootaxa 2093, 60-68.

Jalabert C, Quintana L, Pessina P, Silva A. 2015. Extra-gonadal steroids modulate non-breeding
territorial aggression in weakly electric fish. Hormones and behavior 72: 60-67.

Kirschbaum F. 1975. Environmental factors control the periodical reproduction of tropical
electric fish. Experientia 31: 1159-1160.

Loureiro M, Silva A. 2006. A New Species of Brachyhypopomus (Gymnotiformes, Hypopomi-
dae) from Northeast Uruguay. Copeia 2006: 665-673.

Lowe-McConnell RH. 1987. Ecological Studies in Tropical Fish Communities. Cambridge Univ.
Press, Cambridge. 382 pp.

Mago-Leccia F. 1994. Electric Fishes of the Continental Waters of America. Clemente Editores,
Caracas. 206 pp.

Perrone R, Pedraja F, Valifo G, Tassino B, Silva A. 2019. Non-breeding territoriality and the
effect of territory size on aggression in the weakly electric fish, Gymnotus oma-
rorum. Acta Ethologica. https://doi.org/10.1007/510211-019-00309-7

Quintana L, Silva A C, Berois N, Macadar O. 2004. Temperature induces gonadal maturation and
affects electrophysiological sexual maturity indicators in Brachyhypopomus pinnicau-
datus from a temperate climate. Journal of Experimental Biology 207: 1843-1853.

Quintana L, Zubizarreta L, Jalabert C, Batista G, Perrone R, Silva A. 2016. Building the case for
a novel teleost model of non-breeding aggression and its neuroendocrine control.
Journal of Physiology-Paris 110: 224-232.

Richer-De-Forges M M, Crampton W G R, Albert J S. 2009. A new species of gymnotus (Gym-
notiformes, Gymnotidae) from Uruguay: description of a model species in neuro-
physiological research. Copeia 2009: 538-544.

Serra S, Bessonart J, Teixeira de Mello F, Duarte L, Loureiro M. 2014. Peces del Rio Negro.
MGAP-DINARA. Montevideo, Uruguay. 208 pp.

Silva A, Quintana L, Galeano M, Errandonea P. 2003. Biogeography and breeding ingymnoti-
formes from Uruguay. Environmental Biology of Fishes 66: 329-338.

Valiio G. 2017. Una aproximacion al estudio de las bases transcriptdmicas cerebrales de las
jerarquias sociales en dos especies de teledsteos. Tesina de Grado, Licenciatura de
Ciencias Bioldgicas, Facultad de Ciencias, Universidad de la Republica.

Zubizarreta L, Quintana L, Hernandez D, Guimaraes Moreira R, Honji R, Silva A. 2017. Seasona-
lity in the spatial distribution of a teleost fish with Territorial aggression: morpho-
metric and hormonal correlates. 21°* Annual Meeting Society Behavioral Neuroen-
docrinology. Long Beach, California, EE.UU. Pp. 3-37.

69






CAPITULO 6
Colecta y manejo de anfibios en el ambiente

Raul Maneyro'

El trabajo de investigacion o docencia que implica el manejo de anfibios
suele requerir de la utilizacidon de especimenes capturados en la naturaleza. Hay
pocas especies de anfibios que se crian en Uruguay con fines comerciales. Una
de ellas, la rana toro (Lithobates catesbeianus) fue introducida como especie po-
tencialmente explotable por su carne, sin embargo, el negocio dejé de tener un
atractivo interesante a los ojos del inversor, y los ranarios fueron cerrando. Otras
especies de anfibios que se crian en confinamiento son comercializadas como
mascotas exaoticas, tales como los sapos del género Xenopus o los axolotes del
género Ambystoma.

Debido a que el trabajo cientifico a través abordajes experimentales requie-
re colectar ejemplares silvestres, es importante tener en cuenta, en primer lugar,
que la colecta de anfibios estd regulada por el marco normativo de la Ley 9481
y el Decreto Reglamentario 164/996. Por lo tanto, para la colecta y transporte de
anfibios con fines cientificos, es necesario obtener el Permiso de Caza y Colec-
ta Cientifica. Dicha autorizacién se obtiene en la Division Fauna de la Direccion
Nacional de Medio Ambiente (MVOTMA) y es independiente de los tramites aso-
ciados al aval de Protocolos de Experimentacion que se realizan en la Comision
Honoraria de Experimentacién Animal. Si un investigador necesita obtener ejem-
plares que usara en experimentaciéon o docencia, ademas del protocolo corres-
pondiente, es necesario tramitar el Permiso que lo habilita a colectar y transpor-
tar esos animales.

A nivel global se han descrito mas de 8.000 especies de anfibios (Frost, 2019).
La fauna de anfibios de Uruguay estd compuesta por casi 50 especies pertene-
cientes a dos 6rdenes: Anura (ranas y sapos) y Gymnophiona (habita en el pais
una especie de cecilia) (Maneyro & Carreira, 2012). Hay diversos modos de colec-

1 Laboratorio de Sistematica e Historia Natural de Vertebrados. Instituto de Ecologia y Ciencias
Ambientales. Facultad de Ciencias, UdelaR. Uruguay. rmaneyro@fcien.edu.uy
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tar anfibios, pero en lineas generales podemos dividir las técnicas en dos grupos:
colecta manual y uso de trampas.

La colecta manual tiene como objetivo colectar larvas o anfibios posmeta-
morficos (juveniles o adultos que ya han completado su metamorfosis). A ex-
cepcion de la cecilia (que es una especie vivipara), las especies de anfibios de
Uruguay poseen larvas acudticas (renacuajos). La forma mds frecuente de colecta
es a través de la utilizacién de calderines o algun tipo de red de malla acorde al
organismo que se pretende colectar (Fig. 1). En general, las larvas de anfibios se
encuentran en mayor concentracién en los lugares donde hay vegetacién en-
raizada y, por lo tanto, si el objetivo es maximizar el esfuerzo de colecta, enton-
ces alli es donde debe focalizarse la busqueda (Mc Diarmid & Altig, 1999). Para el
transporte de larvas al laboratorio es importante contar con recipientes rigidos,
donde colocar no mas de dos larvas por litro de agua (aunque esa densidad pue-
de variar en funcion del tamafo de los animales). Es conveniente realizar el trans-
porte usando agua del lugar, y adicionar algo de vegetacion a los recipientes.

Figura 1. Colecta de larvas usando calderines (Foto: Mariana Beheregaray)

Cuando la colecta manual se focaliza en la captura de ejemplares posmeta-
morficos, puede estar dirigida tanto a la busqueda de los animales en sus refu-
gios, como de aquellos que se encuentren en actividad (Maneyro et al., 2017). La
mayoria de las especies de anfibios de Uruguay son nocturnas y, en los momen-
tos de inactividad, se encuentran en diferentes tipos de refugios. Si bien algunas
especies se entierran o permanecen en el agua, otras suelen refugiarse bajo pie-
dras, troncos o cualquier tipo de estructura natural o artificial que se encuentre
disponible en el ambiente. La colecta manual bajo estas estructuras es una forma
frecuente de conseguir especimenes para su estudio (Cacciali, 2013). Por otra par-
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te, los anfibios estén activos principalmente de noche, y por lo tanto con el auxi-
lio de elementos de iluminacién (linternas, focos) es posible encontrar animales
desplazandose, alimentandose o reproduciéndose a esas horas (Fig. 2). Ademas,
el canal auditivo es la principal herramienta de comunicacién de los anuros, y
estos organismos poseen diversos tipos vocalizaciones. Estas manifestaciones
comportamentales hacen que ranas y sapos sean animales muy conspicuos, es-
pecialmente los machos, quienes utilizan las vocalizaciones nupciales y territoria-
les con fines reproductivos; dichas vocalizaciones también ayudan al colector a
localizar ejemplares de interés (Maneyro et al., 2017). Es importante destacar que,
si bien la colecta manual puede resultar trabajosa, minimiza la captura incidental
de ejemplares que no sean de interés.

Figura 2. Colecta y fotografia nocturna de anfibios anuros en un sitio de reproduccién (Foto: Raul
Maneyro).

Debido a que los anfibios poseen una dieta mayormente insectivora, no son
susceptibles a ser capturados con trampas cebadas. No obstante, las trampas
de caida o trampas pit-fall han sido histéricamente utilizadas para la captura de
ejemplares (Heyer et al, 1994). Estas trampas consisten en recipientes de volu-
men variable (aunque, en general, superiores a los 20 1), que se entierran a ras
del suelo, donde los anfibios caen y quedan atrapados. En épocas pasadas se
colocaban sustancias fijadoras, pero en la actualidad son utilizados como tram-
pas de vida, permitiendo que los animales puedan ser capturados y, en caso de
asi requerirse, ser liberados. En cada recipiente se coloca un algodén o papel
absorbente embebido en agua para evitar la deshidratacion de los ejemplares,
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y puede colocarse también un trozo de cartén para que sirva como refugio. En
ocasiones, a estas trampas se les coloca una cubierta que a modo de techo cum-
ple una doble funcién: aumenta la eficiencia de la trampa (ya que simula un re-
fugio) y protege a los ejemplares capturados de algunos tipos de depredadores
(aves) al tiempo que proporciona sombra. Estas trampas deben ser revisadas con
frecuencia (al menos una vez al dia), para mitigar el estrés de los ejemplares, mini-
mizar la posibilidad de que los animales sean depredados, y disminuir las altera-
ciones en la condicion corporal de los animales capturados. Otra forma de incre-
mentar la eficiencia de estas trampas es utilizando vallas de deriva, que consisten
en cercos de poco mas de 50 cm de altura, que se disponen entre las trampas, y
se entierran 10 cm, a los efectos de direccionar a los animales hacia las trampas
(Fig. 3). Estos mismos cercos pueden utilizarse para rodear sitios de reproduccién
para realizar trabajos de investigacion con el fin de conocer la dinamica migrato-
ria de los juveniles o adultos de una especie. Una de las limitantes de las trampas
de caida es que algunas especies tiene mayor posibilidad de escape que otras,
especialmente las especies trepadoras (como las ranas de la Familia Hylidae, que
poseen discos adhesivos), no obstante constituyen un método eficiente y estan-
darizado para la mayoria de las especies que habitan en Uruguay.

Figura 3. Sistemas de trampas de caida tipo pit-fall en un charco de reproduccién (Foto: Mariana
Beheregaray).

Una vez colectados, puede ser necesario transportar los anfibios. Lo reco-
mendable es que el transporte se realice en recipientes individuales descartables
(en caso de distancias cortas, pueden usarse bolsas de polietileno). Cuando no
se descarta el recipiente donde se transportan anfibios, es recomendable que
antes de reutilizarlo sea desinfectado, a los efectos de evitar la propagacion de
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patégenos, como es el caso del hongo quitridio Batrachochytrium dendrobatidis,
los ranavirus y otros patégenos que se conocen en varias poblaciones de anfibios
de Uruguay (Bardier et al., 2010; Borteiro et al., 2014; 2015; Galli et al., 2006). Como
en el caso de las larvas, en caso de ser necesario el transporte de ejemplares
posmetamorficos, es importante que sean transportados con agua y vegetacion
del lugar. En todos los casos, es importante que el transporte se realice a una
temperatura adecuada (si es posible en el entorno de los 12°C) y tomando las
precauciones necesarias para evitar no sélo el recalentamiento de los ejemplares
sino su deshidratacion y aplastamiento (Poole & Grow, 2012).

Los métodos de eutanasia recomendados para anfibios implican una anes-
tesia previa. Esta anestesia puede realizarse con una aplicacion topica en la re-
gion ventral de una pomada con lidocaina. Una vez realizada esa aplicacion, para
la eutanasia de anfibios posmetamorficos se pueden usar barbituricos. Un mé-
todo utilizado con frecuencia es la aplicacion de una dosis de 1T ml por cada 100
g de masa, de Tiopental Sédico a una concentracién de 0,025 g/ml (la presenta-
cién comercial suele ser adquirida en frascos de 1 g al que se adicionan 40 ml de
agua destilada). La eutanasia de larvas puede realizarse por inmersién en una
solucién de benzocaina o de eugenol (aceite de clavo), previa aplicacién topica
de lidocaina.

Algunos ejemplos de estudios con anfibios

Hace mas de un cuarto de siglo que los anfibios son reconocidos como un
grupo zooldgico fuertemente afectado por la crisis global de la biodiversidad.
Casi un tercio de las especies conocidas se encuentran amenazadas (Stuart et
al., 2004) y mas de 500 especies experimentan descensos significativos a cau-
sa de patégenos de distribucién global (Scheele et al., 2019). Eso ha motivado a
que se desarrollen técnicas menos invasivas para su estudio. A modo de ejem-
plo, los estudios que implicaban marcar animales se realizaban usando tatuajes
(Daugherty, 1976) o amputando falanges (Heyer et al., 1994) y poco a poco han
sido complementados o sustituidos por el uso de elastdmeros (Nauwelaerts et
al., 2000; Hoffmann et al., 2008), transpondedores (Ireland et al., 2003; Pyke, 2005)
y, mas recientemente, por la fotoidentificacion de marcas naturales (Elgue et al.,,
2014; Bardier et al., 2017).

Hasta hace unos pocos afios, la forma mas frecuente para realizar trabajos
de dieta de anfibios era utilizar el analisis de contenidos gastrointestinales (Da
Rosa et al.,, 2002; Maneyro et al., 2004; Maneyro & Da Rosa, 2004; Berazategui et
al., 2007). Recientemente, los is6topos estables son una alternativa interesante
para conocer algunos aspectos de la ecologia tréfica de estos animales, aunque,
al igual que los andlisis gastrointestinales, pueden implicar el sacrificio de un
buen nimero de ejemplares. Hace algunos afos se propuso como alternativa
la utilizacion del lavaje estomacal o stomach-flushing (Figura 4), que consiste en
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inyectar a través de una canula un volumen de agua en el tubo digestivo, y reco-
ger los productos de la regurgitacién (Patto, 1998). Esta técnica ha sido utilizada
con éxito en varias especies (Solé et al., 2005; 2009), incluso algunas de pequefio
tamano (Solé et al., 2002; Dietl et al., 2009; Bortolini et al., 2013). Sin embargo, la
manipulacién compleja puede comprometer la sobrevivencia de los ejemplares
y, por ese motivo, al trabajar con especies amenazadas o demasiado pequenas,
puede ser recomendable el uso de técnicas menos invasivas. En ese sentido, se
ha utilizado con éxito el andlisis de fecas, para casos como el de Melanophrynis-
cus montevidensis. Para ello, los ejemplares se capturan y se colocan en recipien-
tes individuales por algunas horas; y una vez que defecan los animales pueden
devolverse al medio. Debido a que se trata de especies principalmente formici-
voras, la determinacion taxonémica de las presas es relativamente viable, ya que
sus exoesqueletos se encuentran casi intactos en las fecas (Maneyro, obs. pers.).

Figura 4. Aplicacion de la técnica de stomach-flushing (Foto: Ernesto Elgue).

También los estudios de biologia reproductiva implicaban, hasta hace pocos
anos, el sacrificio de especimenes para conocer parametros como la inversion
reproductiva o la fecundidad (Camargo et al., 2005; 2008; Maneyro et al., 2008).
El analisis gonadal actualmente se utiliza principalmente basado en ejemplares
de coleccién, ya que, si se encuentran bien preservados, mantienen las carac-
teristicas necesarias para este tipo de estudios (Pereira & Maneyro, 2012; Valdez
& Maneyro, 2016; Elgue & Maneyro, 2017). No obstante, la generalizacién de la
fotografia digital y la necesidad de buscar herramientas alternativas para la ob-
tenciéon de este tipo de datos, estimulé el desarrollo de métodos de estudio que
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no comprometieran la sobrevivencia del animal. En este sentido, una forma de
analizar la fecundidad en anfibios es colectar las parejas en amplexo y, una vez
que desovan, acomodar los huevos en una monocapa, fotografiarlos con una
escala y a partir de esas imagenes obtener la fecundidad o calcular el volumen
de las puestas (Pereira & Maneyro, 2017).

En resumen, para este grupo de vertebrados se nota una preocupacion
creciente por desarrollar técnicas de trabajo alternativas que, sin comprometer
la calidad de los resultados, mitiguen el estrés o incluso el sacrificio de especi-
menes. El desarrollo de este tipo métodos innovadores contribuye no sélo a fa-
vorecer la preservacion de las poblaciones naturales, sino que tienen un fuerte
componente educativo hacia la comunidad académica que derrama hacia toda
la sociedad, y en el que se pueden encontrar las claves para que las personas se
relacionen con la fauna en forma responsable y respetuosa.
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CAPITULO 7

Métodos alternativos para el estudio de anfibios en campo:
bioaciistica en anuros desde los organismos a las comunidades

Lucia Ziegler'- Andrés Canavero?

De la bioactstica a la ecologia de anuros

{Como se estudian las poblaciones y comunidades de animales silvestres
tratando de reducir al minimo nuestra interferencia en su vida cotidiana? A los
cientificos se nos presenta constantemente el desafio de buscar un equilibrio
entre la necesidad de obtener nueva informacion y el deber ético de reducir al
minimo nuestra interferencia sobre los organismos y/o sistemas que estamos
tratando de conocer, comprender y muchas veces proteger (May, 2004; Dodd
Jr, 2010; Gilbert et al., 2012). Esta es la razén por la cual en trabajos con los mas
diversos enfoques se buscan métodos no invasivos para estudiar los animales
en su entorno natural (Pidancier et al., 2003; Sherwin et al., 2003; Brinkman et al.,
2010; Hamel et al., 2013; Krause y Farina, 2016).

En particular, el sonido es ampliamente utilizado por los animales para co-
municarse en diversos contextos (Bradbury & Vehrencamp, 2011; Krause, 2012;
2015). La emisién de sefiales acusticas utiliza un canal de comunicacién muy efi-
caz porque, a diferencia de la luz (canal visual), es dificil de bloqueary, a diferencia
del olor (u otras sefiales quimicas), la sefal puede ser activada y desactivada facil-
mente (Endler, 1993; Bradbury & Vehrencamp, 2011). El uso de las sefiales acusti-
cas como aproximacion para estudiar diferentes aspectos del comportamiento y
la ecologia de los animales tiene ya cierta historia (Krause, 2015). Sin embargo, el
uso sistematico de este tipo de datos, con técnicas fiables y accesibles para obte-
ner informacién sobre la vida silvestre con sélo conocer los sonidos emitidos se
ha vuelto un campo muy activo de trabajo en las ultimas dos décadas (Krause &
Farina, 2016). Para aquellos taxones que utilizan en su repertorio sefales acusti-
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cas conspicuas, el registro de dichas sefales es una manera eficiente de obtener
datos individuales, poblacionales y comunitarios, a partir de los cuales obtener
estimativos de ocurrencia, patrones de actividad y de abundancia (Dorcas et al.,
2009).

En este sentido, en los anuros, las sefales acusticas juegan un rol fundamen-
tal en la comunicacion (Pough et al,, 1992; Gerhardt & Huber, 2002). Estas senales
especie-especificas son emitidas principalmente por los machos para atraer a
las hembras, delimitar territorios, como sefial agonistica entre machos o como
sefales de reconocimiento entre individuos coespecificos (Ryan, 2001; Gerhardt
& Huber, 2002; Wells, 2007). Las vocalizaciones mas conspicuas, aquellas que se
pueden oir por las noches como grandes coros, generalmente cerca de cuerpos
de agua, pertenecen al primer tipo (sefales para atraccién de las hembras), tam-
bién llamadas cantos de anuncio o cantos nupciales. Debido a su papel central
en la reproduccion, se sostiene que los cantos de anuncio deben estar sujetos
a una fuerte seleccidn sexual (Gerhardt, 1994; Chek et al, 2003). Por otra par-
te, estas senales pueden ser utilizadas por otros organismos “espia”: potenciales
depredadores y parasitos, que pueden aprovecharlas como una guia hacia sus
presas (Page & Ryan, 2005; Bernal et al., 2007). Otra caracteristica importante de
los cantos de anuncio es el alto costo energético que en general representan
para estos organismos (Pough et al., 1992; Prestwich, 1994; Mc Lister, 2001; Wells,
2007). Todas estas caracteristicas hacen de los cantos de los anuros un excelente
modelo de estudio en diversas areas y niveles de organizacién, desde organis-
mos a ecosistemas. Estos cantos especie-especificos proveen de un sustrato efi-
caz para estudiar y evaluar el estado de las poblaciones de anuros (Dorcas et al.,
2009). En particular, el canto reproductivo de los anfibios anuros ha sido usado
como indicador de actividad reproductiva y ampliamente utilizado para monito-
rear la actividad de las comunidades de anuros (Weir & Mossman, 2004; Dorcas
etal., 2009).

Existen basicamente dos grupos de técnicas para obtener datos sobre la bio-
logia de los anfibios anuros a través de sus vocalizaciones. Cada técnica tiene
sus puntos fuertes y débiles, dependiendo de la pregunta a responder, la escala
espacial y/o temporal de abordaje, y el presupuesto con el que contemos, entre
otros factores (Dorcas et al., 2009; Digby et al., 2013; Merchant et al., 2015). En pri-
mer lugar, las técnicas manuales o activas incluyen los muestreos auditivos, asi
como la utilizacién de grabaciones manuales. Este enfoque es el predominante
cuando se abordan preguntas a nivel individual o poblacional (e. g. ecologia del
comportamiento, ecofisiologia), aunque también ha sido ampliamente utilizado
en estudios de abundancia y diversidad de especies (Aichinger, 1987; Bertoludi,
1998; Both et al., 2008). Son posiblemente las que tienen mds representacion en
la literatura hasta el momento, dado que solo requieren del conocimiento de la
identidad especifica de las sefales acusticas y se pueden llevar a cabo aun sin
necesidad de soporte tecnolégico, o con técnicas de grabacién estandar (e. g.
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Crump, 1974; Aichinger, 1987; Santos et al., 2008) (Fig. 1). En segundo lugar, se en-
cuentran las técnicas pasivas de grabacion de sefales acusticas de poblaciones
naturales (Dorcas et al., 2009). Estas son cada vez mas sofisticadas, pero, a la vez
accesibles, permitiendo el monitoreo continuo, abarcando escalas temporales
que hasta hace poco tiempo eran impensadas (Dorcas et al., 2009; Blumstein et
al., 2011). Asimismo, el uso de arreglos espaciales de grabadores asociados per-
mite cubrir distintas escalas del paisaje (Saenz et al., 2006; Schalk y Saenz, 2016).
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Figura 1 Espectrograma de un paisaje sonoro. Registro de sonido de un charco del Valle del Lunarejo,
Rivera, Uruguay, realizado el 26/12/2012 a las 23:00. Se recuadran e identifican los distintos cantos de
cinco especies de anuros autodctonos. E. bicolor = Elachistocleis bicolor, L. latinasus = Leptodactylus la-
tinasus, P. falcipes = Pseudopaludicola falsipes, S. granulatus = Scinax granulatus, S. fuscovarius = Scinax
fuscovarius.

En este capitulo nos centramos en la utilizaciéon de datos acusticos para el es-
tudio de distintos aspectos ecolégicos de los anuros. Nuestro objetivo es propor-
cionar una descripcion general de las técnicas que hemos utilizado en nuestros
trabajos, asi como las preguntas que pueden abordarse al usarlas.

Las caracteristicas del ambiente y el estado fisioldgico moldean el canto

Comprender las bases fisiologicas y ambientales de las estrategias de asig-
nacion de energia a la reproduccién es un tema central en la biologia (Karasov,
1986; Karasov y Martinez del Rio, 2007). En el caso de los anuros (ranas y sapos),
la seleccion sexual y la reproduccion estan fuertemente ligados a la emisién de
cantos. Estos cantos tienen en general un alto costo energético para el emisor,
y la variacion en las caracteristicas de estas sefales suelen estar correlacionadas
con variables tanto exdgenas como enddgenas (Pough et al., 1992; Gerhardt y
Huber, 2002; Wells, 2007). En particular, la temperatura ambiente, la estructura

82



LUCIA ZIEGLER- ANDRES CANAVERO

del microhdbitat o el contexto social son los principales ejemplos de las primeras,
mientras que el tamafo corporal y el estado fisiolégico de los individuos son los
mas representativos de las segundas (Gerhardt et al, 1996; Gerhardt & Huber,
2002).

Nuestro trabajo se ha enfocado en explorar algunas de estas correlaciones
utilizando como especie modelo a Boana pulchella. En primer lugar, nos intere-
saba saber si los machos al vocalizar podian mostrar plasticidad frente a ciertas
caracteristicas del microhabitat, en particular la temperatura y la densidad de la
vegetacion. La estructura del entorno que rodea la emisién de senales produce
diferentes patrones de degradacién y atenuacion. Por lo tanto, se espera que los
individuos que vocalizan ajusten las caracteristicas de su canto para maximizar
la propagacién de la sefal en el ambiente. Sin embargo, hasta ese momento la
evidencia empirica acerca de la asociacion entre la estructura de la vegetacion y
las caracteristicas del canto en anuros presentaba resultados heterogéneos. Para
poner a prueba la existencia de plasticidad ideamos un disefo experimental que
nos permitiera variar el entorno de los individuos sin necesidad de manipularlos.
El tratamiento consistié en una estructura con forma de cubo, sin base ni tapa,
que se colocaba alrededor de un macho vocalizador. De esta forma se lograba el
registro en condiciones naturales y también con un grado de atenuacion desea-
do (Ziegler et al., 2011). A través de analisis que estudian relaciones causales entre
variables encontramos un fuerte efecto de la estructura del habitat en los para-
metros temporales del canto (las duraciones de los elementos, como ser notas o
intervalos entre notas) y un efecto de la temperatura del sitio que condiciona el
tamano de los organismos que pueden encontrarse vocalizando activamente en
cada sitio. Debido a que encontramos la relacion inversa y significativa esperada
entre tamafo corporal y frecuencia del canto, la temperatura tendria un efecto
sobre esta ultima solo de manera indirecta. La modificacion experimental del ha-
bitat arrojo resultados consistentes con las observaciones de campo, destacando
el potencial rol de la flexibilidad del canto en las caracteristicas que observamos.

Una vez comprobada la existencia de flexibilidad, nos interesaba conocer
mas en detalle la naturaleza de esa respuesta. En particular, queriamos saber la
forma de la norma de reaccién del canto en un gradiente de atenuacion (e. g. li-
neal, cuadratica, etc.) y si el estado fisioldgico de los machos podria estar afectan-
do la expresion de dicha flexibilidad. Utilizamos el mismo disefio experimental
mencionado mas arriba, pero con dos tratamientos de atenuacién (alta y baja).
Como resultado general de nuestro trabajo, volvimos a constatar que existe flexi-
bilidad en respuesta a las caracteristicas de propagacion del ambiente y una inte-
raccién mayormente significativa con la condicién corporal. La respuesta general
de los individuos frente al tratamiento de baja atenuacién fue congruente con
un ajuste para maximizar la propagacién de la sefial frente a la atenuacion del
ambiente, presentando, ademas, interaccion significativa con la condicién cor-
poral. Sin embargo, encontramos una respuesta no lineal cuando consideramos
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el tratamiento de mayor atenuacion. En este caso, los machos en vez de acentuar
la respuesta que presentaron frente a la baja atenuacién, en muchos casos rela-
jaban el ajuste del canto (Ziegler, 2015; Ziegler et al., 2018). Este resultado pone
la atencién en que la capacidad de los organismos de ajustar sus sefales emerge
como un fenédmeno complejo, no s6lo como compensacion a la degradacion de
las sefales, sino integrando otras claves ambientales, e influida por la condicién
fisiolégica del organismo.

Por otra parte, nos interesaba explorar en general las bases fisioldgicas y eco-
l6gicas de la estructura del canto en los anuros. Si bien existen muchos trabajos
gue abordan la relacidn entre las caracteristicas del canto y algunos de estos fac-
tores, son llamativamente pocos los que han abordado el efecto simultaneo de
todos estos factores. Tomando como base una teoria cuantitativa para la comu-
nicacién acustica que fue propuesta recientemente (Gillooly & Ophir, 2010), que
conecta el metabolismo con la estructura de las sefales acusticas, nos propusi-
mos analizar el escalamiento con la masa, temperatura, y la condicién corporal
de los atributos del canto de anuncio de B. pulchella (Ziegler et al., 2016). De esta
forma fuimos los primeros en poner a prueba en ecologia del comportamiento
las predicciones derivadas de una teoria macroecolégica al nivel poblacional. En-
contramos que la dependencia de la frecuencia dominante (cuan agudo o grave
es el canto) con la masa siguié una relacién negativa: animales mas grandes emi-
ten cantos mas graves. Si bien este patrén es el esperado por un escalamiento
metabdlico, el mismo patrén podria explicarse simplemente por una relacion
alométrica no metabdlica (las propiedades de resonancia de los érganos impli-
cados en la generacion del canto). Por otra parte, la duracién de los elementos
del canto escalé con la masa inversamente a las expectativas metabdlicas, en
consonancia con los datos empiricos intraespecificos habitualmente reportados.
En cuanto a la dependencia de la temperatura, la mayoria de los atributos del
canto siguid predicciones metabdlicas a pesar de una considerable variacién en
la energia de activacion calculada. Esta energia de activaciéon mide la “sensibili-
dad térmica” de estos atributos. Por ultimo, la condicién corporal aparecié como
un factor determinante de las caracteristicas del canto, en interaccién con la tem-
peratura o la masa, lo que indica que la pendiente de muchas de las relaciones
antes mencionadas es dependiente de la condicion o estado fisiolégico de los
organismos (Ziegler et al., 2016, Ziegler et al., 2018).

Como resumen de esta primera parte, trabajar con los cantos nos permitio
abordar empiricamente ciertos aspectos de la ecologia del comportamiento y
la ecofisiologia de los anuros que normalmente se abordan a través de disefos
experimentales en laboratorio, con equipamiento y tecnologias costosas. Abor-
damos la dependencia metabdlica del canto a través del contraste de nuestros
datos con modelos teéricos propuestos (Gillooly et al., 2001; Brown et al., 2004;
Gillooly & Ophir, 2010) y exploramos la norma de reaccién del canto frente a la
atenuacion del microambiente en campo, algo que, segun nuestra informacion,
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solo hay otro estudio que lo ha hecho en anuros y para un Unico individuo (Lard-
ner & bin Lakim, 2002).

Nos parece importante resaltar que ademas de proporcionar resultados va-
liosos en si mismos, esta aproximacion también puede complementar o servir
como puntapié a estudios mas detallados tanto en campo como en laboratorio.

Fenologias comunitarias de anuros: ;cudndo y por qué cantan?

Hemos intentado comprender la conexion entre los factores y condiciones
abioticas y la estructura y funcionamiento de las comunidades biolégicas, asi
como predecir posibles efectos del cambio climatico. Para ello hemos utiliza-
do las comunidades de anuros como modelo. Las ventajas que presentan es-
tos organismos como modelo de estudio de comunidades son: a) son un grupo
zooldgico que presenta una fuerte dependencia de las condiciones y factores
ambientales para completar su ciclo de vida y, por lo tanto, los cambios en estas
condiciones y factores van a afectar distintos aspectos de sus ciclos de vida a
distintos niveles de organizacién (e. g. individuos, poblaciones, comunidades);
b) presentan poblaciones abundantes y comunidades diversas; y c) su actividad
puede registrase de forma indirecta a través de su conspicuo canto nupcial.

Uno de los primeros objetivos que nos planteamos fue describir los patrones
fenolégicos de una comunidad de anuros del sur de Uruguay. Para ello decidi-
mos realizar muestreos auditivos manuales en el Arroyo Espinas, al sur del depar-
tamento de Maldonado, Uruguay. Alli durante dos afios (1998-2000) recorrimos,
dos noches consecutivas por mes, siete sitios de reproduccion de anuros (e. g.
cahada cubierta por vegetacién, cahada descubierta, embalses, posas y praderas
inundables) realizando muestreos auditivos manuales de 15 minutos entre las
21:00 y la 1:00 hs (Canavero et al., 2008). Utilizando esta metodologia identifica-
mos el numero de especies que presentaba actividad de canto a lo largo de los
meses, también denominada fenologia del canto de los anuros. Fenologias son
los patrones anuales de algun atributo de historia de vida, fenémeno estudiado
desde los primeros anos del siglo xix en el Jardin del Observatorio Real de Bruse-
las, donde Adolphe Quetelet comenzé con su estudio y Charles Morren acufié el
término “fenologia” (Demarée & Rutishauser, 2011).

Una vez descrita la fenologia del canto exploramos la posible conexién con
dos variables relevantes para los anuros, como lo son la temperatura ambiental
y la lluvia. Los anuros son ectotermos, de reproduccién acudtica y piel desnuda
lo que hace que estas dos variables deban resultar relevantes para su actividad
(Wells, 2007). Al comparar los efectos independientes y combinados de la tem-
peratura y la lluvia sobre el nimero de especies de anuros que cantaban a lo
largo del afio, encontramos que un modelo sinusoidal que solo incluye el mes
como variable dependiente (i. e. tiempo, momento del afo) era el mejor descrip-
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tor (Canavero et al., 2008). Combinando este resultado con lo observado por in-
vestigadores del Departamento de Biologia, Universidad Federal de Santa Maria,
Rio Grande do Sul, Brasil, propusimos que las fenologias de canto estan regidas
por el fotoperiodo y ciclos enddgenos (Both et al., 2008; Canavero & Arim, 2009).

En este contexto, surgié la inquietud de reconocer qué rol cumpliria la tem-
peratura, dado que los anuros son vertebrados ectotermos. Aqui apelamos a mo-
delos deductivos desarrollados en el marco de la Teoria Metabdlica de la Ecolo-
gia (Brown et al., 2004; Sibly et al., 2012). Estos fueron desarrollados para predecir
la distribucién de la riqueza de especies en el espacio conociendo la temperatura
promedio del sitio (e. g. Allen et al., 2002), asi que nosotros los utilizamos por pri-
mera vez para predecir el nimero de especies de anuros que cantan en un mes
determinado (Canavero et al,, 2018). En este contexto, reportamos que existe una
dependencia térmica para el canto y que ésta se hace mas débil a medida que
nos alejamos de las zonas tropicales.

Otra pregunta que surgié de estos andlisis se vinculd con la estructura de
las comunidades y el uso del tiempo como recurso (Schoener, 1974; Jaksi¢, 1982;
Kronfeld-Schor & Dayan, 2003). En este sentido, apelamos a métricas desarrolla-
das para cuantificar la estructura de las comunidades en el uso del espacio, como
lo son el anidamiento y la coocurrencia (Ulrich & Gotelli, 2007; Almeida-Neto et
al., 2008), las que aplicamos para cuantificar la estructura comunitaria en el uso
del tiempo reportando estructuracién significativa (Canavero et al., 2009; 2018;
2019). Los patrones de anidamiento de la actividad de vocalizacién de los anuros
sobre los meses podrian reflejar un filtrado ambiental que hiciera que su acti-
vidad se centrara sobre los meses calidos. Mientras que el patron significativo
de segregacion reflejaria la presencia de interacciones negativas entre distintos
grupos de especies. Otro avance interesante fue haber podido reportar patrones
latitudinales en las fenologias comunitarias de anuros neotropicales utilizando
métricas de estructura filogenética, del uso del tiempo, en la dependencia térmi-
ca asociadas a condiciones ambientales (Canavero et al., 2009, 2018; 2019).

Las tres erres: reemplazar, reducir y refinar

De esta manera, y en el contexto de la aplicacién de principios de ética cien-
tifica para la investigacion con Animales No Tradicionales de Experimentacion
(ANTE), como lo son los anuros (Gilbert et al., 2012), intentamos reemplazar la
colecta de animales por el uso de técnicas indirectas y no invasivas para la esti-
macion de la actividad de las poblaciones y comunidades de anfibios anuros. El
canto de los anuros es especie-especifico, permitiendo detectar y reconocer a las
especies sin la necesidad de interrumpir o distorsionar su actividad en el campo
(Heyer et al., 1994; Dorcas et al., 2009). También utilizamos modelos matematicos
que permitieron, a partir de métodos inductivos y deductivos, conocer aspectos

86



LUCIA ZIEGLER- ANDRES CANAVERO

de la historia de vida, estructura de comunidades o funcionamiento ecosistémico
(Canavero & Arim, 2009; Ziegler et al., 2011; 2016; Canavero et al., 2018; 2019).

Con el fin de reducir el nimero de animales colectados en su habitat utili-
zamos técnicas no invasivas a través del canto de los anuros para su deteccién
las cuales eliminan la necesidad de colecta de organismos. Es asi que con estas
técnicas se han realizado una serie de trabajos a nivel de organismos (e. g. plas-
ticidad fenotipica del canto, Ziegler et al,, 2011; Ziegler, 2015) y a nivel comunita-
rio (e. g. estructura fenoldgica de comunidades, Canavero et al., 2008). También,
compilando informacién, se generd una base de datos con la cual se analizaron
patrones macroecoldgicos (Canavero & Arim, 2009; Ziegler et al., 2011; 2016; Ca-
navero et al., 2018; 2019).

Hasta el momento hemos basado nuestros estudios en metodologias acti-
vas de trabajo con sefales acusticas, mediante la presencia del investigador en
campo, ya sea a través de la pericia para reconocer el canto de las diferentes
especies in situ, o mediante grabaciones directas de las especies presentes. Ac-
tualmente nos encontramos recorriendo el camino de refinar estas técnicas de
muestreo utilizando grabadores automaticos que permanecen en los sitios de
monitoreo y hacen un registro programado segun una rutina pautada por el di-
seflo experimental deseado (Blumstein et al., 2011; Schalk & Saenz, 2016). Estos
permiten: a) aumentar el tiempo de colecta de datos, el cual es muy acotado
si los observadores tienen que estar presentes en el sitio; b) incorporar otra in-
formacién como contaminacién sonora y sus efectos putativos sobre el funcio-
namiento ecosistémico, c) acoplados a otras herramientas de registro continuo
de variables abidticas (e. g. temperatura, humedad, incidencia de luz solar), se
pueden generar valiosas bases de datos con informacion transversal a diversas
escalas temporales y a numerosos taxones que, al igual que los anuros, se basan
principalmente en las sefales acusticas para su comunicacién.
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CAPITULO 8

Métodos alternativos para el estudio de anfibios en campo:
fotoidentificacion

Ernesto Elgue'

La identificacion individual de animales es fundamental para responder va-
rias preguntas bioldgicas, relacionadas a aspectos demogrificos, etoldgicos, ta-
sas de supervivencia y migraciones, entre otros temas (Williams et al., 2002, Cove
& Spinola 2013). Particularmente en los anfibios, los métodos para la identifica-
cién individual se han basado tradicionalmente en el marcaje, como son el cor-
te de falanges (toe-clipping), la inyeccion de elastomeros, marcas por calor, frio,
nitrato de plata o tatuajes y la aplicacién de chips o transponders (Donnelly et al.,
2001; Ferner 2007). Alternativamente, existen métodos para la identificaciéon que
no requieren el marcaje de individuos, como la utilizacién de marcadores mole-
culares (microsatélites) o marcas naturales que existen en los animales (Jehle &
Amtzen, 2002). La técnica elegida depende de los objetivos y posibilidades en
cada estudio, pero idealmente deberia apuntar a no afectar la salud o comporta-
miento del animal durante el periodo del estudio y tener facil aplicacion con un
costo minimo (Ferner, 2007).

Histéricamente, en anfibios anuros la técnica de marcaje mas utilizada ha
sido el corte de falanges, que consiste en la captura de individuos y el marca-
do por una combinacién Unica de falanges amputadas (Donnelly et al,, 2001). Al
igual que otras técnicas invasivas, su uso ha sido debatido ultimamente debido a
las implicancias éticas del procedimiento y los posibles impactos negativos en la
salud de los animales y, por ende, en los resultados del estudio (Davies & Ovaska,
2001; Bloch & Irschick, 2004; Perry et al., 2011). Cobran importancia entonces los
métodos no invasivos para la identificacién, como la fotoidentificacién mediante
marcas naturales. Esta técnica ha sido utilizada en anfibios bajo la condicién de
la existencia de diferencias fenotipicas entre los individuos (Fig. 1). En principio
también planteaba dificultades debido a los altos costos que podia acarrear (por

1 Laboratorio de Sistematica e Historia Natural de Vertebrados. Instituto de Ecologia y Ciencias
Ambientales. Facultad de Ciencias, UdelaR. Uruguay. ernestoelgue@gmail.com
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la produccion manual de dibujos o la impresion de fotografias), pero actualmen-
te este problema se resolvié con el advenimiento de la fotografia digital (Donne-
lly et al., 2001). En este punto, la eficacia de la técnica depende de la velocidad y
practica del investigador para identificar individuos. Esto puede resultar proble-
matico cuando se trabaja un gran nimero de individuos, ya que comparar cada
imagen con todas las fotografias disponibles puede llevar mucho tiempo. Una
solucion posible es el uso de un software que asista al investigador, facilitando
la tarea de comparacion de fotografias y haciendo viable el trabajo con grandes
bases de datos. Por ejemplo, la comparacion visual sin la asistencia de software
de una base de datos de 410 fotografias que implica 83.845 comparaciones en
pares, fue llevado a cabo en mas de diez horas de trabajo. En contraste, con la
asistencia de un software, este mismo trabajo llevo 3:40 hs. (Elgue et al., 2014).

Figura 1. Ejemplo de seleccidn del disefio a utilizar como marcas naturales para la fotoidentificacion
en dos especies de salamandras, a) Ichthyosaura alpestris hembra; b) I. alpestris macho; ¢) Lissotriton
vulgaris hembra; d) L. vulgaris macho. Fotos cedidas por el doctor O. Mettouris, utilizadas para Mettouris
etal, 2016.

Wild-ID (Bolger et al., 2011) es un software de comparacidon de imagenes que
ha sido utilizado con buenos resultados en varias especies de anfibios (ej.: Aba-
die, 2012; Bendik et al., 2013; Ringler et al., 2015; Mettouris et al., 2016; Pereira &
Maneyro, 2016). Se basa en un algoritmo que utiliza “puntos clave invariantes de
la escala”, que resulta en un método de identificacion poco sensible a cambios
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de escala, rotacién, ruido o iluminacién en las imagenes (Lowe, 2004). Ademas,
posee la ventaja de no establecer las identificaciones automaticamente, sino que
presenta ante cada fotografia los 20 candidatos mas similares ordenados segun
una escala de similitud, dejando la verificacién o rechazo de las coincidencias al
usuario. Mas alla de la eficacia para asistir al investigador que pueda tener el sof-
tware elegido, para maximizar el potencial de la fotoidentificacién es importante
contar con una metodologia estandar en la toma y edicién de fotografias, regis-
trando las regiones con las marcas naturales variables de forma estandarizada y
editando las fotos para que contengan Unicamente la regién de interés. De esta
forma se reducen las fuentes de error al minimo (Bolger et al., 2011; Halloran et
al,, 2014).

La fotoidentificacion tiene muchas ventajas y ha resultado efectiva en varios
casos, pero en algunas ocasiones puede no ser el método indicado, por lo que es
deseable una verificacion del método en la especie objetivo antes de ser utiliza-
do. Esta verificacidn se debe realizar para cuantificar la eficacia del método, com-
pardndolo con otro método de identificacién como referencia y, de esta forma,
analizar si es indicado para el estudio y cudl es el margen de error a contemplar
(Kenyon et al., 2009; Caorsi et al., 2012; Bendik et al.,, 2013; Elgue et al., 2014). Exis-
ten casos donde el patréon de disefio de manchas del animal demostré ser varia-
ble en el tiempoy, por lo tanto, no adecuado para estudios a largo plazo (Kenyon
et al,, 2009). También hay que tener en cuenta que, aunque las marcas naturales
resulten estables, los renacuajos suelen tener un patrén de disefo distinto a los
adultos, por lo que puede ser necesario establecer el momento del desarrollo en
el cual se fija un disefio que permita la identificacién (Fig. 2) (Bardier et al., 2017).

C

~

|

Figura 2. Vista dorsal (arriba) y ventral (abajo) de la evolucién ontogenética del patrén de disefio de
Melanophryniscus montevidensis. A) Individuo recientemente metamorfoseado; B) Juvenil; C) Adulto.
Imagen tomada de Bardier et al, 2017.



ERNESTO ELGUE

En conclusién, el procedimiento de fotoidentificacién implica (Fig. 3):

- Toma de fotografias que, si bien en grandes animales puede llegar a darse a
la distancia (Halloran et al.,, 2014; Morrison & Bolger, 2014), en anfibios gene-
ralmente requiere la captura, por lo que deben tomarse todos los recaudos
para la manipulacién de los animales y tratar de hacer el procedimiento los
mas efectivo posible para acotar el tiempo de captura y reducir su invasibi-
lidad.

«  Edicién de las fotografias para reducir las fuentes de error al minimo, inten-
tando dejar solamente las regiones con las marcas que sirven para la iden-
tificacion, tratando de que el brillo y la calidad de las imagenes sean lo mas
uniformes posible.

«  Lacomparacion de fotografias, ya sea manual o asistido por software, es de-
seable que sea realizada por el o los mismos investigadores, para que las
distintas percepciones no generen sesgos en los resultados. Es comun que
los softwares tengan una instancia de verificaciéon ante cada comparacion,
por lo que la percepcion y experiencia del investigador juega un papel a la
hora de determinar las recapturas.

+  Procesamiento de los datos, para poder interpretar los resultados y sacar
conclusiones en cada investigacién. Cuanto mejores y mas completos sean
los datos que se tomaron durante el trabajo con los animales, mayor prove-
cho se le podra sacar cuando se tengan datos de capturas y recapturas.

\

1
Cl)

Figura 3. Representacion del proceso de fotoidentificacion en Melanophryniscus montevidensis. a)
Imagen sin modificar; b) Imagen con brillo y contraste ajustados; ¢) Imagen recortada en la regién
variable de interés en M. montevidensis; d) interfaz del software Wild-ID en el momento del analisis de
coincidencias. Fotos: Ernesto Elgue.
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Mas alla de las ventajas éticas de un método no invasivo, la fotoidentificacion
puede hacer viable el trabajo con especies con problemas de conservacién, ya
que suele ser de facil implementacién y reduce al minimo los impactos negativos
sobre las poblaciones. Esto ha permitido tener importantes datos sobre patrones
de movimientos, tasa de supervivencia, tamafo poblacional y otros datos demo-
graficos en especies amenazadas (Ribeiro & Rebelo, 2011; Bendik et al., 2013; Cove
& Spinola, 2013; Pereira & Maneyro, 2016).
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CAPITULO 9

Colecta y manejo de reptiles en el ambiente

Santiago Carreira"?3

La colecta de reptiles, como ocurre con otros grupos de vertebrados, es ne-
cesaria para actividades como la investigacion, la docencia e incluso la produc-
cion (en caso de suero antiofidico u otros). En Uruguay, también existe un incre-
mento y por tanto presion adicional sobre las poblaciones silvestres debido a la
colecta con fines de abastecer el mercado de mascotas no tradicionales, que ha
crecido notablemente en estos Ultimos afos, y el cual requiere en muchos aspec-
tos una mayor regulacién y control. Por otro lado, la cria de reptiles, mas alla del
mercado de mascotas mencionado, no es una practica habitual en nuestro pais.
Sin embargo, algunos ejemplos pueden encontrarse en las estaciones de cria de
yacaré (Caiman latirostris), aunque no han conseguido prosperar. Por otra parte,
especies como el lagarto (Salvator merianae) no han tenido iniciativas de criade-
ros nacionales, y los ejemplos mas cercanos los encontramos en Argentina. En
cuanto al manejo de especies peligrosas, ademas de los zooldgicos que pudie-
ran tenerlas para exhibicién, existe una experiencia a nivel nacional y dentro de
la érbita de la UdelaR que es el Bioterio de Animales Ponzofiosos (Serpentario),
instalado en el Instituto de Higiene (Convenio Fac. Ciencias - Fac. Medicina).

Como ocurre con los otros grupos de vertebrados, tanto la colecta como el
transporte de reptiles estan regulados por la Ley N° 9.481 y su decreto reglamen-
tario 164/996. Este marco legal hace necesaria la obtencién de autorizaciones es-
pecificas para la colecta y transporte de reptiles. En este sentido se observan es-
pecialmente las especies declaradas como prioritarias por el Sistema Nacional de
Areas Protegidas, y las autorizaciones correspondientes deben ser gestionadas
ante la Division Fauna de la Direccion Nacional de Medio Ambiente (MVOTMA).

1 Laboratorio de Sistematica e Historia Natural de Vertebrados. Instituto de Ecologia y Ciencias
Ambientales. Facultad de Ciencias, UdelaR. Uruguay.

2 Seccién Herpetologia, Museo Nacional de Historia Natural. 25 de Mayo 582. CP 11000, Mon-
tevideo. Uruguay.

3 Bioterio de Animales Ponzoiosos (Serpentario) Convenio Fac. Ciencias - Fac. Medicina, Insti-
tuto de Higiene, Montevideo, Uruguay - carreira@fcien.edu.uy
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Ademas de estas autorizaciones serd necesario en los casos de investigacién o
docencia el aval ante la CHEA de los Protocolos de Experimentacion relacionados
con la actividad especifica. Cabe indicar que algunas especies de reptiles como
los ofidios ponzofiosos también estan comprendidas dentro de la Ley N° 16.088
(“animales feroces”), una ley que necesita ser revisada para su actualizacion.

La fauna de reptiles de Uruguay se compone principalmente de especies
de tamano reducido, siendo la mayor parte ofidios y pequefos saurios, con al-
gunos ejemplos de especies de mediano y gran porte como el yacaré (Caiman
latirostris), la anaconda amarilla (Eunectes notaeus) y las tortugas marinas. Existen
actualmente en el pais 72 especies (Carreira et al., 2005; Carreira & Maneyro, 2013;
Carreira, 2017) dentro de las que se destacan ocho por encontrarse en categorias
de amenaza a nivel regional (criterios de la Union Internacional para la Conser-
vacion de la Naturaleza, UICN; Carreira & Maneyro, 2015) y 35 segun el Sistema
Nacional de Areas Protegidas (SNAP) por ser especies importantes del punto de
vista de la conservacion o por su potencial valor cultural, productivo o medicinal
(Clavijo et al., 2013).

Colecta de reptiles

La colecta de reptiles se realiza por medio de captura manual o mediante
la utilizacion de trampas. Los métodos son muy diversos y dependen del ob-
jetivo de estudio y también del tipo y tamano del reptil. Cabe sefalar que, por
medio de una seleccién adecuada de la metodologia de trampeo, se pueden
evitar dafnos colaterales tanto dentro del mismo grupo zoolégico como en re-
lacién a otros. Por ejemplo, al utilizar un sistema de trampas de caida, se puede
adecuar el tamano del recipiente de acuerdo a la especie objetivo, si se pretende
capturar un saurio pequeno, se utilizara un recipiente de poca profundidad y de
ese modo los animales de mayores dimensiones podran salir. Tanto para las téc-
nicas de colecta manual como para la utilizaciéon de trampas se deben conocer
los procedimientos adecuados para la manipulacién de especies peligrosas, en
particular los ofidios ponzofosos.

La colecta manual de reptiles puede realizarse directamente con la mano,
o utilizando algun dispositivo para la captura como pueden ser los ganchos y
ganchos pinza (Fig. 1) en el caso de los ofidios, y los lazos y horquetas para los
saurios. Dependiendo de si es un colubrido o un vipérido se utilizara un tipo u
otro de gancho. En general las culebras se pueden manipular con las manos con-
siderando algunos aspectos como la sujecién del cuello en el caso de las especies
agresivas. Esta manipulacion requiere cierta practica y conocimiento para evitar
ser mordido, asi como producir dafos al animal.
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Figura 1. Detalle de la punta de un gancho de manejo tipo “pinza”

En el caso de ofidios que pueden superar los dos metros de longitud por lo
general se pueden sujetar por la cola, manteniendo la cabeza alejada por me-
dio de un gancho. En cuanto a los ofidios ponzofiosos como la crucera (Bothrops
alternatus), la yara o yarara (Bothrops pubescens) y la cascabel (Crotalus durissus
terrificus), la manipulacién puede realizarse con relativa seguridad por medio del
uso de ganchos en “Z” (Fig. 2), de longitud adecuada, segun el ejemplar. En caso
de individuos de grandes dimensiones, y en especial con la vibora de cascabel, el
uso de dos ganchos sera de gran utilidad, ya que esta especie suele ser bastante
pesada. La coral (Micrurus altirostris) puede ser manipulada con ganchos de este
tipo también, pero debido a los movimientos rapidos que realiza es recomenda-
ble utilizar un gancho de tipo pinza si no se tiene experiencia.
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Figura 2. Gancho de manejo de tipo en “Z"y su punto de colocacion para manipular un ejemplar de
Bothropsalternatus (Crucera).

Los accidentes con estas especies pueden ser graves y, por tal motivo, nunca
es deseable el contacto directo en campo, en especial en sitios alejados o con
dificultades en el transporte y comunicaciones (Carreira, 2006). El procedimien-
to de colecta de ofidios ponzofosos contempla el seguimiento de una serie de
pasos fundamentales para garantizar la seguridad: 1. evaluacion del entorno in-
mediato al ofidio (evitar quedar acorralado), 2. disposicion de la caja o bolsa para
el transporte, 3. manipulacién del animal (Carreira, 2006; ver manipulacién, Fig.
3). La manipulacién directa en situacion de campo, si fuera necesaria, y depen-
diendo de las operaciones a realizar, puede requerir de sedacién del animal. El
uso de CO, es particularmente efectivo para especies peligrosas ya que no im-
plica el contacto directo con el animal. De cualquier forma, todos estos manejos
necesitan de entrenamiento y la aplicacién de todas las medidas de seguridad
oportunas a fin de evitar accidentes.
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Figura 3. Pasos en la manipulacién de un ofidio peligroso (Bothrops alternatus - Vibora de la cruz) para
su colocacion dentro de una caja de transporte.

La colecta de saurios se puede hacer de forma manual, por medio del uso de
lazos, horquetas y redes de mano. Estos métodos, si se usan de forma adecuada,
no producen dafo a los animales, aunque hay que considerar que toda mani-
pulacién produce estrés. En algunas especies es necesario un manejo especial-
mente gentil. Por ejemplo los gekos, presentan una piel delicada que puede ser
danada con facilidad si se presionan con firmeza. Otras especies pueden ser muy
sensibles y producir autotomia caudal con facilidad. Para evitar esto, se requiere
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un manejo gentil y una manipulacién que realice la sujecién sobre una de las
patas traseras a la vez que se contiene el resto del cuerpo (Fig. 4).

Figura 4. Modo de sujetar un ejemplar de Tejus oculatus (Lagartija verde de cinco dedos). Obsérvese la
contencion del cuerpo y sujecion de una de las patas posteriores.

En todos los casos, y mas alld de la manipulacién y observacién necesarias
para los objetivos del trabajo, los animales deben ser depositados en sacos de
tela de color claro. Esto permite un rapido aislamiento visual que reduce el nivel
de estrés. Se coloca por lo general un individuo por bolsa (Fig. 5). Las bolsas se
lavan adecuadamente luego de cada salida de campo, a fin de eliminar olores
de otras especies que provocan en muchos casos gran estrés a los animales. Las
especies de ofidios peligrosos también pueden ser alojadas en sacos y esto sue-
le ser necesario cuando no es posible llevar al lugar de colecta las cajas que se
utilizan en estos casos. Deben ser introducidos en las bolsas con los ganchos de
manejo y el transporte se debe realizar con el gancho para evitar mordeduras a
través de la bolsa. Una vez en la zona en donde se encuentra el campamento o
lugar de trabajo, los animales son colocados en cajas de madera correctamente
identificadas. Si el transporte se realizara en el corto plazo, se pueden colocar
las mismas bolsas dentro de la caja, aunque sin dudas lo mejor es retirarlas. Un
aspecto muy importante, es mantener tanto las bolsas como las cajas en luga-
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res frescos y ventilados. En particular se debe evitar dejarlas dentro de vehiculos
porque alcanzan elevadas temperaturas en su interior y esto puede provocar la
muerte de los animales.

Figura 5. Bolsa de tela para uso en campo.

El uso de trampas es frecuente y existen diversos tipos que se emplean se-
gun la especie objetivo y el tipo de trabajo. Las trampas de caida (pit-fall; Fig. 6)
son ampliamente utilizadas en reptiles, asi como las de tipo “nasa”, tanto de tierra
como de agua, siendo estas ultimas utilizadas principalmente para la captura de
tortugas. Todas estas trampas permiten la colecta de ejemplares vivos sin produ-
cirles dafnos. No obstante, es necesaria la revisién cada cortos periodos de tiem-
po. En las trampas de caida pueden encontrarse varias especies compartiendo
un reducido espacio, lo cual genera una situacion de elevado estrés y posibles
danos fisicos e incluso la muerte de los individuos. Para reducir estos conflictos
se pueden dejar dentro de la trampa algunos refugios o elementos que permitan
cierta separacion entre los animales que ingresan. Por otra parte, las trampas de
tipo “nasa” que se colocan en el agua deben ser atendidas, pues ocasionalmente
pueden soltarse o cambiar de posicion por algun motivo, quedando completa-
mente sumergidas, y por tanto impidiendo la respiracién de la tortuga cautiva.
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Figura 6. Sistema de trampas de caida (pit-fall).

Transporte de reptiles

El transporte de los ejemplares colectados debe realizarse evitando el con-
tacto directo entre las bolsas cuando se trata de especies que por sus caracteris-
ticas pueden alimentarse unas de otras, evitando asi el estrés producido por el
olor. Lo ideal es transportar a los animales separados por grupos y en cajas o bal-
des para evitar dafos producidos por objetos cercanos (ej. aplastamiento). Hay
que cuidar siempre una correcta ventilacién y temperatura durante el transporte,
siendo particularmente criticas las altas temperaturas dentro de los vehiculos. La
humedad puede ser critica también para algunas especies, y en algunos casos
serd necesario incorporar un recipiente con agua o elementos himedos durante
el traslado. Si el transporte no es inmediato o cercano a los momentos de colecta,
los animales requeriran otro tipo de atencién y se les debera proveer al menos
de agua fresca. En estos casos es conveniente contar con recipientes adecua-
dos para el mantenimiento provisorio en campo. Para la mayoria de las especies,
cajas plasticas de diferentes tamafos y una tapa de cierre seguro con rejilla de
ventilacién son suficientes. También se pueden incorporar refugios en su interior
como tubos de cartdn o plastico de tamafo adecuado al ejemplar o bien utilizar
elementos naturales obtenidos en el lugar de colecta.
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En todo trabajo de campo que implique una manipulacion de ejemplares
y su posterior regreso al medio natural es imprescindible cuidar las normas de
higiene. El técnico involucrado en estas actividades también debe tomar precau-
ciones en relaciéon a otras actividades, como por ejemplo el trabajo con especies
exdticas, ya que se puede producir la contaminacién de poblaciones silvestres,
con dafnos muchas veces irreparables (Carreira, 2006). En condiciones de labora-
torio, para estos casos se requiere la ducha obligatoria y el cambio de vestimenta
(Carreira, 2006). Asi también se debe cuidar la higiene y desinfeccién de todo lo
vinculado a las actividades de campo, desde la vestimenta hasta los elementos
de transporte.

Eutanasia

Los procedimientos de eutanasia en reptiles en algunos casos siguen siendo
discutidos. En campo se emplean técnicas como la puncién retrocular que, si bien
es inmediata y minimiza el posible sufrimiento impartido al animal, requiere de
una practica que en general no se tiene, por lo que los animales sufren. También
se utiliza la inyeccién de pentobarbital sédico y tiopental sédico, ya que produce
una rapida depresién del sistema nervioso central, y es relativamente sencillo
(intracelémico; mas efectivo es intravenoso, pero su administracion es mas com-
pleja) y seguro de administrar en especies inofensivas. Sin embargo, como puede
ser dificil determinar cuando ocurre la muerte, se recomienda la destruccion fi-
sica del cerebro para confirmarla (Baines & Davies, 2004a; 2004b). También cabe
sefalar que otros pentobarbituricos que no sean sédicos no se recomiendan, ya
que pueden causar dolor (Baines & Davies, 2004a; 2004b). Debido a que los repti-
les con los cuidados antes indicados soportan bien el transporte, los procesos de
eutanasia se realizan mejor en el laboratorio, en particular si se requiere extraer
algun tipo de muestra o es necesaria la manipulacion de especies peligrosas. En
el laboratorio se han empleado cominmente la hipotermia y el posterior con-
gelamiento para dar muerte a los animales. Esta metodologia ha sido discutida
para la anestesia y eutanasia de vertebrados ectotermos, siendo uno de los argu-
mentos contrarios a su uso la formacién de cristales de hielo en la piel y tejidos
que producen dolor y angustia (Cooper et al.,, 1989 citado por Lillywhite et al.,
2017; Baines & Davies, 2004a; 2004b; AVMA, 2013). Sin embargo, recientemente
estos argumentos han sido discutidos por Lillywhite et al. (2017), indicando que
no resultan légicos bajo la evidencia de que los nervios periféricos son incapaces
de transmitir las sefales cuando los tejidos se encuentran a cero grado, asi como
el cerebro estd también inactivo, llegando a la conclusién de que la transmisién
del dolor asociado al congelamiento no es posible. Estos autores indican que el
enfriamiento a bajas temperaturas es un método util que, utilizado con gases
como el isofluorano, resultan efectivos también en la anestesia de reptiles y, por
otro lado, la eutanasia por enfriamiento rapido y posterior congelamiento es un
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método adecuado para los reptiles pequenos. Esta metodologia presenta venta-
jas en condiciones de laboratorio principalmente por el bajo costo, la reducciéon
del riesgo en la manipulacidon (en particular con especies ponzofosas) y evitar el
uso de quimicos que contaminan el espécimen. La decapitacién ha sido utilizada
también en ciertos estudios, pero como método de eutanasia no se recomienda
para anfibios y reptiles a menos que se realice bajo un protocolo de tres pasos,
la inyeccién de un anestésico, la decapitacion y la destruccién del tejido cerebral
(AVMA, 2013).
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CAPITULO 10

Métodos alternativos para el estudio de reptiles en campo:
modelos artificiales

Inés da Rosa' - Arley Camargo?

Los modelos elaborados de diferentes materiales son una de las formas que
permiten reemplazar el uso de los animales. Esta estrategia se ha desarrollado
hace algunos afnos en el drea que estudia la biologia térmica de lagartijas. En los
siguientes pdrrafos serdn descritos aspectos basicos de la biologia térmica de los
reptiles, con énfasis en lagartijas, que contextualizan el uso de estos modelos y
posteriormente cémo es posible obtener informacién sobre la termorregulacion
y la calidad del habitat para predecir el potencial de extincién de poblaciones.
Ademas, en el transcurso del texto se hara mencion de forma general a la colecta,
transporte y mantenimiento en cautiverio de las lagartijas con el fin especifico
de obtener medidas de la temperatura corporal preferencial de estos animales.

Biologia térmica en lagartijas

Los reptiles, y en este caso las lagartijas, son un grupo de vertebrados ecto-
termos cuya temperatura corporal es fuertemente dependiente de la tempera-
tura del medio (Huey, 1982). Como los procesos fisiolégicos son afectados por
la temperatura corporal (Hochachka & Somero, 2002), la temperatura ambien-
te acaba incidiendo directamente en la actividad de estos animales (Adolph &
Porter, 1993). En este sentido, la actividad puede variar estacionalmente y en el
momento del dia, dependiendo de las caracteristicas ambientales de las regio-
nes y localidades que los animales ocupan (Huey et al., 1977). Los extremos de
temperatura ambiente pueden afectar a estos animales, por ejemplo, a través
de la pérdida de coordinacién motora. Estos extremos se denominan tempera-
turas criticas maximas y minimas, y se determinan experimentalmente (Cruz et

1 Facultad de Ciencias, Montevideo, UdelaR. Uruguay - inespossible@gmail.com

2 PDU Sistemas Territoriales Complejos, Centro Universitario Regional Noreste, Sede Rivera,
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al., 2005). Temperaturas superiores a las criticas maximas o inferiores a las criticas
minimas pueden llevar a la muerte de los individuos.

A pesar de la dependencia que tiene la temperatura corporal de los reptiles
de la temperatura ambiental, estos animales tienen la capacidad de termorregu-
lar comportamentalmente, por ejemplo, eligiendo microambientes con caracte-
risticas térmicas apropiadas (Huey, 1982). De forma general, los reptiles pueden
ser heliotermos o tigmotermos. Los heliotermos absorben calor a través del com-
portamiento de asoleamiento, elevando asi su temperatura corporal, mientras
gue en tigmotermos el calor es obtenido a través del contacto directo con el sus-
trato (Withers, 1992). Estas caracteristicas inciden en el tipo de microambientes
que los animales seleccionaran.

La capacidad de regular la temperatura puede variar entre especies y po-
blaciones, y esta variacion se puede reflejar en un indice denominado eficiencia
en la termorregulacion (Ibarguengoytia et al., 2010; Stellatelli et al., 2013). A los
animales con eficiencia cero en la termorregulacion se los denomina termocon-
formadores, porque no regulan su temperatura y presentan la que el ambiente
les ofrece (Hertz et al., 1993). La variacién en la eficiencia en la termorregulacién
puede ser en parte resultado de las caracteristicas ambientales que los animales
experimentan, destacando la heterogeneidad térmica que puede favorecer en
mayor o menor medida la regulacién de la temperatura (Stellatelli et al., 2013).
Por lo tanto, la regulacién de la temperatura es un proceso que involucra ajus-
tes comportamentales y fisiolégicos que refieren a un rango de temperaturas
corporal establecido, denominado set-point, y que resultan en el control de la
temperatura corporal. La termoconformidad puede ser vista como un extremo
del continuo de las opciones de termorregulacién (Huey, 1982).

En general, se plantea que las funciones fisiolégicas seran o estaran proxi-
mas al 6ptimo cuando el animal presente una temperatura corporal que se en-
cuentre dentro del set-point (Tset) (Huey, 1982; Van Damme et al., 1989; Kubisch
etal., 2011). Por lo tanto, como regla general del comportamiento, se espera que
los animales activos mantengan la temperatura corporal (Tb) dentro del rango
térmico objetivo (Tset) (Hertz et al., 1993). Sin embargo, dependiendo de las acti-
vidades y presiones ecoldgicas que los animales experimenten en determinado
momento, junto con las caracteristicas ambientales desde el punto de vista tér-
mico, la temperatura corporal puede desviarse del rango térmico objetivo (Van
Damme et al,, 1989). El rango de temperatura objetivo puede ser estimado como
la temperatura corporal preferida o seleccionada en el laboratorio. Las condicio-
nes de laboratorio generan un ambiente independiente de los costos y libre de
las restricciones ecoldgicas que pueden influir en la regulacion de la temperatura
corporal de los animales en el campo (Hertz et al.,, 1993). Una de las formas de
obtener esta medida es colocar a los animales en un gradiente térmico y registrar
la temperatura corporal durante un periodo determinado (Vicenzi et al,, 2017).
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El 50% de las observaciones de temperatura corporal son consideradas como la
temperatura corporal preferencial o temperatura preferida (Tp), y el 25-75% de
las observaciones de los valores de temperatura corporal son considerados el
rango térmico objetivo (Tset) (Hertz et al., 1993).

Colecta, transporte y mantenimiento de lagartijas en cautiverio

Ademas de la captura manual, entre las formas de colecta mas comunes de
lagartijas estan el uso de lazos y horquetas (Simmons, 2002; Fitzgerald, 2012).
Esta forma de captura permite al colector estar relativamente alejado del animal
y acceder al ejemplar que no puede ser atrapado a mano (Fig. 1). Luego de la
captura, el animal debe ser colocado en un recipiente con entrada de aire y con
el tipo de sustrato que es utilizado por los animales tal como hojarasca, arena,
piedras, etc. Es importante que los animales no se encuentren hacinados en los
recipientes para evitar interacciones agresivas entre ellos. En el momento del
transporte debe ser considerada la temperatura, por ejemplo, en dias extrema-
damente calurosos es recomendable utilizar el aire acondicionado del vehiculo.
También es recomendable en casos de temperaturas ambientales extremas que
puedan darse dentro de los vehiculos, colocar los recipientes dentro de una caja
mayor, con aislamiento térmico. En caso de trayectos prolongados es de buena
practica revisar el estado de los animales con cierta periodicidad. Dependiendo
de las especies, la humedad puede ser mas o menos importante. En el caso de
que el ambiente donde sean colectados los animales sea himedo, se puede in-
corporar una muestra del sustrato con algo de humedad en los recipientes don-
de seran transportados los animales.

Figura 1. Método de captura de lagartijas. A) Vara con lazo. Dibujo: Inés da Rosa. B) Lazo entorno de la
region gular de la lagartija. Foto: Carla Piantoni.

En el laboratorio, o en la sala destinada a mantener los animales en cautive-
rio, son necesarias condiciones con la menor cantidad de estimulos (e. g., ausen-
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cia de ruidos fuertes) para los animales, asi como de higiene adecuada durante el
tiempo que requiera la medicién de la temperatura preferencial. Es importante
evitar que productos potencialmente téxicos compartan el ambiente con los ani-
males. La habitacién debe tener un fotoperiodo similar al natural y la tempera-
tura debe ser controlada en niveles que no sean extremos y que sean parecidos
al que experimentan en actividad. Las cajas donde los animales se encuentren
deben de presentar un sustrato por lo menos similar al que los animales experi-
mentan en la naturaleza. Ademas, deben presentar sitios para que los animales
se refugien, en general es importante considerar los habitos de la especie para
enriquecer el ambiente dentro de las cajas. Estas medidas de “enriquecimien-
to ambiental” para intentar simular las condiciones de un habitat mas parecido
al natural del organismo estudiado, han sido recomendadas y justificadas por
sus beneficios en reptiles (Burghardt, 2012). Sumado a lo anterior, si los animales
son heliotermos se considera relevante que una parte de la caja presente alguna
fuente de luz y calor para que puedan termorregular, pero evitando que el nivel
de temperatura no sea extremadamente alto (Fig. 2); consideraciones similares
deberian ser tomadas en cuenta en el caso de que los animales sean tigmoter-
mos, pero ajustadas a esta caracteristica. Asimismo, es importante incluir en la
caja un recipiente con agua que proporcione humedad. El uso de tunicas, guan-
tes sin latex y tapabocas, es recomendado. Cabe mencionar que estas sugeren-
cias hacen referencia a estadias cortas en cautiverio (i. e., dias a semanas), porque
para estadias mdas prolongadas los requerimientos de mantenimiento pueden
llegar a ser mayores (e. g. iluminacién que incluya radiaciones UV).
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Figura 2. Recipientes plasticos utilizadospara el mantenimiento en cautiverio de lagartijas de la espe-
cie Liolaemus weigmannii. Puede verse el sustrato arenoso, cafos utilizados como refugios, recipiente
con agua, y fuente de luz y calor para la termorregulacion. La tapa de la caja presenta agujeros para la
entrada de aire. Foto: Inés da Rosa.

Las medidas de la temperatura corporal preferencial se realizan dentro del
laboratorio o en salas destinadas para ello. Estas medidas pueden realizarse ex-
poniendo a los animales a un gradiente térmico de temperatura (Ibarguengoytia
etal, 2010; Lara-Reséndiz et al., 2011; Kubisch et al., 2016), el cual se genera colo-
cando una fuente de calor en el extremo de una pista, disminuyendo la tempe-
ratura con el aumento de la distancia de la fuente de calor (Fig. 3A). Los valores
de temperatura del gradiente deben ser ecolégicamente relevantes, no siendo
necesario que estén representadas las temperaturas criticas maximas y minimas.
A los animales se les incorpora un sensor de temperatura en la cloaca, o en la
regidn ventral si los animales son pequenos, que ira registrando la temperatura
corporal que el animal voluntariamente escogera cuando se encuentren dentro
del gradiente térmico (Fig. 3B-C).
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Figura 3. Uso de gradiente térmico para medida de temperatura corporal preferencial en lagartijas. A)
Gradiente de temperatura. B) Lagartija conectada a un sensor de temperatura dentro del gradiente de
temperatura. C) Registrador de temperatura de cuatro canales. D) Temperatura corporal preferencial
de una hembra de L. wiegmannii proveniente de la localidad de Pajas Blancas (Montevideo, Uruguay)
dentro de un gradiente térmico. Los registros de temperatura fueron realizados 1 por minuto durante
2,5 horas. A-C) Fotos: Inés da Rosa. D) Figura no publicada.

Las medidas de temperatura preferencial deben realizarse en un ambiente
donde el animal no experimente estrés, por ejemplo, en ausencia de ruidos y
movimiento de personas dentro de la sala, ya que el objetivo es que refleje la
temperatura corporal que tendria sin costos ecolégicos como los que si estarian
presentes en la naturaleza (Hertz et al,, 1993). La toma de medidas de la tempera-
tura corporal preferencial es realizada fuera del entorno natural de los animales,
lo que generara algun grado de estrés, sin embargo, este serd moderado, ya que
es una técnica no invasiva y que no intenta exponer a los animales a sus extre-
mos fisioldgicos.

Evaluacidn del comportamiento termorregulador y calidad del ambiente térmico

Para establecer el comportamiento termorregulador es necesario conocer
las caracteristicas térmicas del ambiente usado por las lagartijas. Pero ademas, es
necesario conocer como seria la temperatura de los animales en el ambiente si
no termorregulasen, o sea, si presentan el comportamiento termoconformador
(Hertz et al., 1993). Esta temperatura se la denomina temperatura operativa (Te).
De esta forma, tendremos con que contrastar y asi evaluar el nivel de termorre-
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gulacién de la poblacién estudiada. La Te se obtiene a través de la inclusién de
modelos en el campo como se explica mds adelante.

Por lo tanto, para evaluar el nivel de termorregulacién de una poblacién o
especie se deben conocer los siguientes aspectos: temperatura corporal de los
animales en actividad (Tb), temperatura corporal preferencial (Tp), rango térmico
objetivo (Tset) y temperatura operativa (Te). La desviacion de Tb con respecto a
Tp (dTb) es un indicador de qué tan alejada esta la temperatura de los animales
en actividad de la que representaria su 6ptimo. De la misma forma, la desviacion
de Te de Tp (dTe) seria un indicador desde el punto de vista térmico de la calidad
del habitat (Hertz et al., 1993). Si dTe es igual a cero, el ambiente seria térmica-
mente ideal, porque el animal tendria siempre la Tb dentro del rango térmico
objetivo. Habitats con valores elevados de dTe indicaran una calidad baja del
habitat, ya que los animales tendrian que termorregular para alcanzar un Tb cer-
cano o dentro del rango térmico objetivo. La termorregulacion implica costos
de locomocién, exposicion a depredadores e interacciones competitivas, entre
otros (Huey & Slatkin, 1976).

En el caso especifico del comportamiento termorregulador, la eficiencia de
la termorregulacién fue definida por Hertz et al. (1993) como:

E=1-(dTb/dTe)

El valor de E en general estara dentro del rango de 0 a 1. Cuando un animal
no termorregula (i. e., los animales seleccionan el microhdbitat de forma alea-
toria), dTb y dTe serdn similares y E estara préximo a cero. Al contrario, los que
fuertemente termorregulan presentaran valores de dTb bastante inferiores a dTe
y, por lo tanto, E se aproximara a 1. Valores negativos de E pueden ocurrir si los
animales evitan activamente microhadbitats que proveen Te dentro del rango
térmico objetivo, quizas porque los depredadores son abundantes o el alimento
es escaso (Hertz et al., 1993).

Construccion y calibracion de modelos para calcular Te

Para evaluar la calidad del habitat y el comportamiento termorregulador se
debe conocer térmicamente el ambiente, asi como la temperatura que presen-
tarian los animales si se comportasen como termoconformadores. Para ello, una
de las estrategias propuesta es la elaboracién de modelos que seran “calibrados”
con animales vivos, los cuales posteriormente serdn colocados en los distintos
microambientes que los organismos usan. Este tipo de estrategia se basa en que
los modelos no presentan control fisiolégico de la temperatura y por lo tanto
expresarian el comportamiento termoconformador (Hertz et al., 1993). Por lo tan-
to, el uso de modelos térmicos representa una solucion viable y practica para la
aplicacién del principio de reemplazo de los organismos vivos, incluido en las
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tres erres de Russell & Burch (1959). Sin embargo, este tipo de enfoques ha reci-
bido menos atencién que el refinamiento y la reduccién en la investigacion con
reptiles ectotérmicos (Burghardt, 2012).

Con el fin de calibrar a los potenciales modelos que seran utilizados para
estimar la Te, se les coloca un sensor de temperatura. Concomitantemente, los
animales deben ser inmovilizados de forma tal que no puedan comportamen-
talmente modificar su temperatura, por ejemplo, alejando el cuerpo del sustrato
donde se encuentren ubicados. Esto se puede conseguir sujetando los miem-
bros del animal junto a su cuerpo. Luego de que el animal estd inmovilizado, se
le coloca un sensor de temperatura en la cloaca o en la regién ventral si éste es
demasiado pequeno (Fig. 4). Es importante que el sustrato donde sean evalua-
dos el modelo y el animal sea el mismo al que utilizan los animales en la natura-
leza. Posteriormente, tanto el modelo como el animal deben ser colocados al sol
y luego a la sombra de forma reiterada y asi registrar la temperatura de ambos
y también sus variaciones. Si los animales tuvieran actividad nocturna, podrian
ser sustratos de distinta temperatura al que fueran expuestos los animales y los
modelos. Estos modelos pueden ser de diferentes materiales, colores y formas
(Fig. 5). Luego de evaluar varios modelos diferentes, se escogeran aquellos que
presenten un comportamiento térmico similar al de la lagartija (Fig. 6). Por ejem-
plo, en el caso de Liolaemus weigmannii, la seleccion de modelos requirié evaluar
el comportamiento térmico de cafios de PVC de diferentes longitudes y diame-
tros, pintados de gris o de blanco, y en algunos casos, con franjas blancas (Fig.
A5). El modelo definitivo fue de 28,5 cm de largo y de 2,5 cm de didmetro con dos
franjas grises y relleno de algodén (datos no publicados).
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Figura 4. Calibracion de modelo para medir Te. El modelo (cafio gris) y la lagartija estdn conectados a
sensores de temperatura que registran al mismo tiempo la temperatura que ambos estan presentando
como resultado de la exposicién, en este caso, al sol. Foto: Barry Sinervo.
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Figura 5. Modelos utilizados para medir Te. Se indican la especie, en el caso de (A), y de los géneros
de lagartijas, en el caso de (B), al que estarian representando los modelos. Los modelos son de PVC

y se encuentran conectados a un sensor de temperatura. Fotos: A) Ernesto Elgue. B) Barry Sinervo y
Donald Miles.
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Figura 6. Registro de la temperatura del modelo (Te) y de la temperatura corporal de una lagartija (Tb)
en funcion del tiempo en minutos. Las franjas grises corresponden al intervalo de confianza del 95%,
el gris oscuro indica el solapamiento de ambos intervalos. Figura de Inés da Rosa.

Posteriormente, los modelos seleccionados son colocados en los distintos
microambientes que los animales usan, permaneciendo durante la mayor canti-
dad de tiempo posible para poder captar una alta cantidad de informacién sobre
la temperatura que un animal termoconformador exhibiria. La media de los va-
lores registrados de temperatura de los modelos, en el periodo de interés, sera
considerada como la Te (Ibarguengoytia et al., 2010).
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La toma de medidas de temperatura de los modelos y los animales pue-
de llevar algunas horas, lo cual puede resultar estresante para los animales. Sin
embargo, podran ser liberados en su habitat natural si el procedimiento es de-
sarrollado en el lugar de colecta. Entonces, a través del uso de modelos como
sustitutos de organismos vivos, podemos establecer la temperatura que tendria
una especie si tuviera comportamiento termoconformador, evitando mantener
animales inmoviles en el campo por largos periodos, como si lo podemos hacer
con los modelos. Como resultado, se puede ampliar y profundizar el conocimien-
to de la biologia térmica de las lagartijas reemplazando a las lagartijas con los
modelos. Ademas, apartir de los valores de Te también es posible establecer cua-
les poblaciones podrian encontrarse, actualmente o en el futuro, en condiciones
térmicas adversas.

Extincion de poblaciones frente al incremento de temperatura ambiental

Si la temperatura ambiente supera los niveles adecuados para que los ani-
males desarrollen sus actividades, éstos se refugiardn provocando la disminu-
cién de horas destinadas a la alimentacién y reproduccién, incidiendo en las po-
blaciones e incluso llevandolas a su desaparicion (Sinervo et al., 2010). Estas horas
no disponibles para la actividad se las denomina “horas de restriccién”, que se
estiman como el acumulado de horas del dia en que la temperatura operativa
(Te) supera la temperatura preferencial (Tp) (Sinervo et al., 2010). Ademas de ser
afectadas por la temperatura preferencial de los animales, se ha observado que
las horas de restriccion (Hr) presentan una relacion lineal con la diferencia entre
la temperatura maxima ambiental (Tmax) y la temperatura preferencial (Lara-Re-
sendiz et al.,, 2015):

Hr [Te > Tp] = a + b* (Tmax - Tp) (1)

El nimero de horas que estén por encima del limite superior del nivel de
confianza del 95% de las observaciones referidas al calculo de Hr es considera-
do el numero de horas que podria llevar a la poblacion a la extincién, Hr limite
(Ceia-Hasse et al., 2014; ver Kubisch et al., 2016 para considerar célculo alternativo
de Hr).

De esta forma, conociendo la temperatura preferencial de una poblacién,
la temperatura maxima de los dias en los que se midié Te del periodo de acti-
vidad (si es conocido el periodo reproductivo mejor), junto con la temperatura
operativa de la poblacién analizada, es posible establecer las horas de restriccion
de esa poblacion. A partir de ahi, teniendo los coeficientes a y b de la funcion
(1), es posible calcular las horas de restriccion para otra poblacién conociendo la
temperatura maxima del ambiente de esa poblacion. Si las horas de restricciéon
superasen el Hr limite, es esperable que esa poblacion pueda estar frente a una
condiciéon ambiental adversa.
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En este contexto, dada las estimaciones de incremento de temperatura que
se proponen para fines del presente siglo (e.g. Mitchell et al., 2006) es posible
plantear cudles poblaciones podrian estar en riesgo de extincién. En este sentido,
desde hace algunos afnos se han venido desarrollando modelos de distribucién
potencial de especies que incluyen variables fisioldgicas (Kearney & Porter, 2009).
Estos modelos son llamados modelos biofisicos de distribucién y particularmen-
te, el modelo propuesto por Sinervo et al. (2010), incorpora variables como la
temperatura preferencial y las horas de restriccién. Por lo tanto, la calidad de las
estimaciones de distribucién potencial y de riesgo de extincién a partir de mo-
delos biofisicos, se basan en datos de alta calidad sobre el ambiente térmico, la
temperatura corporal, y la temperatura corporal preferencial. Como se intenté
enfatizar durante este capitulo, es necesario construir y validar modelos adecua-
dos para el reemplazo de los organismos, y es fundamental una buena practica
en la colecta, transporte y mantenimiento de reptiles para los experimentos de
biologia térmica.
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CAPITULO 11

Colecta y manejo de aves en el ambiente y métodos alternativos
para el estudio en campo

Matilde Alfaro' - Joaquin Aldabe’

Capturas en campo

Numerosas preguntas de investigacidn requieren la captura de aves vivas.
La captura y toma de datos del ave capturada proporciona informacién util para
la estimacién de tasas demogréficas, como la sobrevivencia y éxito reproductivo,
determinacién de sexo, clases de edad, estudios de muda, evaluacién de condi-
cién corporal, entre otros. Para la captura de aves vivas generalmente se utilizan
redes. Existen diversos tipos de redes, que se utilizan seguiin el grupo taxonémico,
habitat y comportamiento de las aves de interés para capturar. El método mas
extendido es el de redes de neblina (o redes de niebla), principalmente utiliza-
do para capturar aves pequenas (Orden Passeriformes) en ambientes cerrados
como bosques y pastizales de alto porte y densos. Para aves no paseriformes,
como aves acuaticas, se pueden utilizar otros métodos como Wilsternet, Redes
Circulares, redes de cafion, red de caida, captura por encandilamiento y jaulas
trampa. Aqui explicaremos y haremos recomendaciones de manejo para los tres
métodos que han sido mas utilizados en Uruguay.

Redes de neblina

La red de neblina consiste en una red sujetada por parantes a través de ten-
sores verticales, y colocada perpendicular al suelo (Fig. 1). Las dimensiones mas
utilizadas de redes de neblina son 2,5 m de alto por 6 o 12 m de largo. El tamano
de la malla varia segun el tamano de las aves que se quiera capturar. Lo recomen-
dable es que el tamafo de la malla sea de 30 a 36 mm; mallas mayores pueden
ocasionar serios enredos en aves pequenas.

1 Departamento de Ecologia y Gestién Ambiental, CURE, Maldonado, UdelaR. Uruguay
- matilde.alfaro@gmail.com

2  Departamento de Sistemas Agrarios y Paisajes Culturales, CURE, Rocha, UdelaR. Uruguay -
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Figura 1. Red de neblina destacando los tensores horizontales y verticales, asi como la bolsa horizontal
que debe formarse para su correcto funcionamiento. Foto Joaquin Aldabe.

Un aspecto relevante del manejo de las redes de neblina es la frecuencia
con la que se visita cada red, dado que, si es muy baja, se incrementa el ries-
go de mortalidad de los individuos capturados. La frecuencia de visita de cada
red no deberia superar los 15 minutos. Como referencia, dos personas pueden
operar entre 8 y 12 redes con relativa facilidad. La mejor ubicacién para una red
(o serie de redes) es el limite entre dos tipos de habitat, como por ejemplo el
limite entre un bosque y un pastizal, o la ribera de un rio. Dentro de un bosque
se puede aprovechar el espacio que genera el pasaje del ganado para colocar la
red. Un lugar que puede ser particularmente productivo para capturar es donde
un ambiente se hace mds angosto, a modo de embudo, debido a un accidente
del terreno o a un curso de agua; se espera que alli haya un importante flujo de
individuos que utilizan ese tipo de habitat. Las tasas mas altas de captura suelen
darse en las zonas mas himedas de un determinado habitat (Ralph et al., 1996).
Generalmente es necesario cortar un poco la vegetacién (2 m de ancho) para que
la red no quede enganchada y pierda efectividad (Fig. 2). Es recomendable que
las redes estén abiertas Unicamente durante el periodo en que las estamos visi-
tando; cuando no se las puede visitar con la frecuencia indicada arriba (ejemplo,
durante la noche) es necesario cerrar la red. Para cerrar temporalmente la red
basta bajar los tensores a media altura del parante (ver Fig. 1) y moverla de forma
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que se enrolle en si misma. Cuando llueve la red debe cerrarse, dado que las aves
capturadas se mojan y enfrian mucho mas rapido, lo que puede ocasionar su
muerte. También se recomienda cerrar las redes cuando hace frio o calor intenso.
La red debe ser instalada de forma que los tensores horizontales (cordones que
proporcionan soporte a la malla) estén bien tensos; esto se logra atando cuerdas
a estacas en el suelo o ramas de arboles, de forma que los parantes queden er-
guidos. La distancia entre los tensores verticales a lo largo del poste debe ser tal
que formen pequenas bolsas horizontales (Fig. 2). Si la red queda muy tensa las
aves rebotaran y no quedaran atrapadas. Si bien existen numerosas recomenda-
ciones sobre como operar las redes (ver Ralph et al., 1996), lo que entendemos
clave es la practica. Es altamente recomendable comenzar a operar las redes con
alguien experimentado y, a medida que se va aprendiendo, se puede adquirir
independencia de manera gradual.

Figura 2. Fotografia de red de nivel
destacando el espacio libre de ve-
getacion que debe quedar en las in-
mediaciones de la red. I[dealmente
se propone un espacio de 2 m libres
de vegetaciéon a ambos lados de la
red. Foto Joaquin Aldabe.
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Las aves acudticas son mas dificiles de capturar dado que generalmente ha-
bitan ambientes abiertos, y logran detectar las redes de neblina. Para aves playe-
ras la técnica mas comun es la red de candn. Esta técnica consiste en una red que
se despliega encima de un bando de aves (Fig. 3). Inicialmente la red esta enrolla-
da y camuflada con el sedimento y mediante la detonacién con pélvora de pro-
yectiles ligados a los extremos de la red, se despliega sobre el bando (Fig. 3). Esta
técnica implica una importante habilidad en el “arreo” del bando hacia donde
esta localizada la red. Tiene el potencial de capturar bandos grandes cuando las
especies son gregarias y puede utilizarse en playas arenosas y pastizales. Cuando
se capturan grandes nimeros de aves es necesario mantenerlas en cajas ventila-
das y cubiertas con malla media sombra. Si el procesamiento de las aves es muy
lento, es necesario liberar individuos para evitar mortalidades.

L

Figura 3. Red de caiidn en el momento en que es activada para capturar grupo de aves playeras. Foto:
Patricia Gonzalez.

Otra técnica bastante eficaz, aunque poco conocida para la captura de aves
playeras de pastizal es la “wilsternet”. Es una técnica muy antigua, pero poco co-
nocida. En Uruguay la utilizamos para la captura de chorlito canela Calidris subru-
ficollis y chorlo pampa Pluvialis dominica, en los pastizales de las lagunas costeras
de Rocha. Aunque originalmente la técnica fue utilizada para obtener alimento,
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actualmente es usada sélo con fines cientificos. La red mide unos 25 m de largo
y 3,5 m de alto y se sostiene por parantes que trabajan con un sistema de poleas
a favor del viento (Fig. 4). En este método es necesario atraer a las aves utilizando
sefiuelos (maquetas de aves simulando un bando posado), mientras, se emite la
vocalizacién de la especie de interés a través de un parlante ubicado en el bando.
Cuando las aves se aproximan al bando, volando a baja altura para detenerse, se
activa la red. Para evitar mortalidad es muy importante activar la red cuando las
aves estan aterrizando y no cuando las aves contindan su vuelo. Ademas, si el
viento es muy intenso se recomienda no operar la red, o colocar elasticos en los
parantes para disminuir su velocidad con el fin de reducir el riesgo de dafio a las
aves. Este método es bastante complejo y requiere de bastante experiencia para
lograr que funcione correctamente.

Figura 4. Fotografia de wilsternet en el momento en que la red se levanta para capturar un chorlo
pampa. Foto Joaquin Aldabe.

La captura por encandilamiento es un método que ha sido aplicado en Uru-
guay para la captura de chorlos de pastizal y de iandues (J. Vitancurt com. pers.)
(Alfaro et al., 2018). Consiste en encandilar con un foco potente a las aves que se
encuentran descansando en el suelo. El método requiere que se trabaje en no-
ches oscuras (en el periodo de luna nueva es ideal) para que las aves no detecten
a las personas y para asegurar que el ave sea encandilada. Cuando esto sucede,
es posible aproximarse hasta uno o dos metros del individuo y a esa distancia se
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utiliza un aro de 1,5 m de didmetro con una red, y un palo que permite la mani-
pulacién del aro (similar a un calderin de grandes dimensiones). En estos casos
es necesario que la operacion la realicen dos personas, una llevando el foco y la
otra el aro.

Experimentos en campo

El estudio de las aves en su ambiente natural es necesario para entender su
comportamiento frente a otras especies y frente al ambiente en que conviven. El
trabajo con aves silvestres en laboratorio impone limitaciones tanto vinculadas
al mantenimiento de los animales como a cambios de comportamiento asocia-
dos al cautiverio (Fair et al., 2010). Por este motivo se han disefado estudios de
comportamiento y de ecofisiologia en condiciones naturales que requieren un
intenso trabajo de campo y que también poseen sus sesgos y limitaciones (Fair
etal., 2010).

Antes de realizar cualquier experimento con animales hay que tener bien
claro cudl es el propdsito del estudio, ya que esto determina el disefio de mues-
treo y la cantidad de individuos a monitorear (Garton et al., 2001). Como enun-
ciado general, a mayor nimero de muestras, mejores son las estimaciones de
los modelos matematicos utilizados (Gotelli & Graves, 1996). Sin embargo, cuan-
do las muestras son animales, el nimero debe restringirse al minimo aceptable
de forma de minimizar el sufrimiento y la muerte de individuos, especialmente
cuando se trata de especies amenazadas (Fair et al., 2010). La minima cantidad de
individuos necesarios sera diferente dependiendo del estudio. Por ejemplo, para
estudios de uso de habitat y tamano del drea de accidn, se requiere mayor can-
tidad de muestras que para estudios de movimientos migratorios o dispersiéon
(Garton et al., 2001).

Por ultimo, la presencia de investigadores en el campo va a generar un cam-
bio en el comportamiento normal de los animales (Fair et al., 2010). Cada inves-
tigador debe tener en cuenta estos efectos sobre la especie objeto del estudio,
sobre las otras especies y sobre el ambiente para intentar minimizarlos (Nisbet &
Paul, 2004; Fair et al., 2010). El disturbio generado por la presencia de los investi-
gadores puede ser insignificante o, por el contrario, negativo para los animales,
esta en el investigador establecer si el efecto es negativo e intentar minimizarlo
(Nisbet, 2000; Fair et al., 2010).

En esta seccidon nos enfocamos en las medidas que se deben tener en cuenta
para evitar el sufrimiento y disminuir los sesgos en el comportamiento natural
de las aves cuando se realizan experimentos en condiciones naturales. Especifi-
camente nos focalizamos en estudios que requieren anillado, toma de muestras,
uso de telemetria y estudios reproductivos.
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Marcaje y toma de muestras

Muchos estudios de experimentacién en campo con aves requieren la cap-
tura de individuos para tomar medidas morfoldgicas, extraccion de sangre para
estudios genéticos o de contaminantes, extraccién de muestras para estudios
parasitolégicos o extraccidon de plumas para isotopos estables. Estas muestras
pueden ser utilizadas para estudios genéticos, anatomicos, fisiolégicos, de es-
tructura y dindmica de las poblaciones, comportamiento, enfermedades, distri-
bucién, etc. (Day et al., 1980; Fair et al., 2010). En esta seccidén veremos los mé-
todos de colecta de muestras y las precauciones que hay que tener para evitar
sufrimiento y contaminacién de patégenos tanto de los investigadores como de
las aves.

Aunque el entrenamiento y la practica son la clave para evitar dafnos a las
aves, hay que tener en cuenta que es probable que ocurran accidentes (Fair et al.,
2010). Por esta razén es que, tanto para la captura, como para la manipulacion,
se requieren permisos especiales en los que se exige que el investigador posea
experiencia documentada. El investigador, ademas, debe estar informado sobre
la biologia de la especie que va a capturar para elegir la época del afio e incluso la
hora del dia adecuadas para la captura, de forma de minimizar el disturbio sobre
el comportamiento natural de la especie (Fair et al., 2010). Por ejemplo, las aves
gue estén nidificando deben ser liberadas lo antes posible de forma de evitar la
ausencia prolongada en el nido; las aves diurnas no deben ser liberadas durante
la noche, etc. Antes de la captura y la manipulacién se debe tener un plan sobre
qué hacer si el ave se lastima y determinar los métodos adecuados de eutanasia
en los casos que sea necesario (Fair et al., 2010). Los métodos aceptables para sa-
crificar aves cautivas son los barbituricos, las anestesias por inhalacién y el CO, y
el CO (Rose et al., 2007). Si no es posible llevar a cabo el sacrificio durante el traba-
jo de campo siguiendo estos métodos, existe la posibilidad de utilizar métodos
fisicos como la dislocacion cervical y la decapitaciéon (Rose et al.,, 2007).

En todos los casos, la manipulacién debe hacerse lo mas rapida posible para
evitar el sufrimiento prolongado que puede ocasionar la muerte. En algunos ca-
sos ha sido reportada una condicién llamada miopatia que ocurre en algunos
individuos luego de ser liberados (Fair et al.,, 2010). La miopatia es una degene-
racion del tejido muscular que puede producir que el ave no pueda mantenerse
en pie ni volar (Purchase y Minton, 1982; Rogers et al., 2004). La suceptibilidad a
padecer miopatia varia segun la especie e incluso entre individuos, ya que de-
pende del estado fisioldgico, del estado reproductivo y de la época del afo (Da-
bbert & Powell, 1993; Fair et al., 2010). Cuando se estd manipulando un ave hay
gue prestar antencién a ciertos sintomas que pueden indicar estrés, como boca
entreabierta y jadeo (Fair et al, 2010). Frente a la presencia de estos sintomas
debe liberarse al animal o dejarlo por un rato en el lugar de transporte (bolsa o
caja) hasta que se recupere.
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El marcado de los individuos capturados puede realizarse mediante anillos
metalicos y/o anillos plasticos de colores, collares, clips en las patas o en las alas
(Fair et al., 2010). Combinaciones individuales de anillos de colores o anillos de
colores numerados son muy utiles para reconocer a los individuos en el cam-
po, pero, si no son bien colocados pueden ocasionar problemas. Algunos de los
efectos negativos de los anillos metalicos o de la combinacion de anillos de co-
lores son: heridas en los tarsos por raspado contra el anillo, acumulacién de es-
camas entre el anillo y el tarso provocando constriccidn, enganche del anillo con
objetos del ambiente, enganche del hallux en el anillo, entre otros. (MacDonald,
1961; Amat,1999; Bart et al., 2001, Berggren & Low, 2004). A veces puede ocurrir
la pérdida del miembro que llevaba el anillo o la formacién de callos alredeor de
él que luego dificulten el movimiento (Reed & Oring, 1993; Gratto-Trevor, 1994).
Este tipo de dafos han sido asociados también a la utilizacién de mas de un ani-
llo por tarso y a la utilizacién de dos anillos metélicos por tarso (Sedgwick & Klus,
1997; Berggren & Low, 2004). Para disminuir los efectos adversos es importante
utilizar la medida correcta de marca, colocar los anillos plasticos sobre los de me-
tal, evitar muchos anillos en un mismo tarso y dos anillos metalicos uno encima
del otro (Fair et al., 2010). Por otro lado, los anillos pueden generar interferencia
con el comportamiento sexual debido a la coloracién llamativa de la marca, o
aumentar la depredacién por ser mds vistosos (Hannon & Eason, 1995; Fair et
al., 2010). Cuando se marcan aves migratorias también se utilizan banderas de
colores (Fig. 5) que indican el pais donde fue marcado (Alfaro, 2017). Aunque no
existen estudios que documenten el efecto negativo de estas bandas es proba-
ble que puedan ocasionar dafios debido al rozamiento con las banderas.
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Figura 5. Combinacion de anillos de colores que pueden ser colocados en aves sancudas como el
BatitU (Bartramia longicauda, foto). En la foto también se pueden ver las banderas (naranja y azul) que
son colocadas en aves migratorias para indicar el pafs donde fueron marcadas. En este caso, bandera
naranja sobre bandera azul indica que fue anillado en Uruguay. Foto: Luciando Liguori.

Telemetria

La telemetria es una técnica utilizada para el rastreo de individuos a lo lar-
go de su distribucién mediante el uso de transmisores radiales o satelitales. Un
radiotransmisor, previamente colocado en un individuo, emite una frecuencia
de radio que puede ser detectada por el investigador mediante el uso de un
radiorreceptor. Los transmisores satelitales emiten sefales a los satélites que or-
bitan alrededor de la tierra y estos guardan la informacion que luego puede ser
descargada desde internet por el investigador. El uso de transmisores (de radio
o satelitales) ha permitido la realizacién de numerosos estudios ecolégicos de

130



MATILDE ALFARO - JOAQUIN ALDABE

experimentacién en el campo. Sin embargo, los transmisores pueden tener efec-
tos negativos en la supervivencia, la reproduccion, el comportamiento y la con-
dicién corporal de los individuos (White & Garrot, 1990; Pennycuick et al,, 2012).
Estos efectos varian dependiendo de la especie y de la técnica que se utilice para
colocarlos (Withey et al,, 2001). Existen diferentes formas de colocar los transmi-
sores. Pueden ser implantados o colocados externamente utilizando una gran
variedad de métodos (Mong & Sandercock, 2007). Entre estos se incluyen arneses
agarrados a la espalda, collares, pegado a la piel o a las plumas, montado en la
cola o implantado subcutdneamente o en el abdomen (Fair et al., 2010).

White y Garrot (1990) y Withey et al. (2001) realizaron una serie de recomen-
daciones para el uso de transmisores en animales salvajes que aqui adaptamos
para aves:

«  Utilizar el transmisor mas liviano posible; su peso no deberia exceder el 3%
del peso del ave.

«  Laforma de colocar el transmisor debe ser lo mds disimulada posible. Tanto
el transmisor como el enganche deberian tener una coloracion similar a la
del plumaje del ave.

«  Probar el funcionamiento del transmisor en animales en cautiverio o en un
estudio previo para determinar si la forma, el tamano y el enganche son los
correctos y los que menor efecto negativo tienen sobre la especie a estudiar.

«  Sise utilizan enganches tipo arnés, tener en cuenta su disefio y ajuste para
minimizar efectos nocivos en las aves. Un arnés muy ajustdo puede limitar
el movimiento, pero uno muy flojo puede producir que el animal se enrede.

«  Tener en cuenta el crecimiento (g]., cuando se marca juveniles o pichones) y
la época del afno que puede hacer cambiar el comportamiento (ej., periodo
reproductivo, no reproductivo, migratorio) cuando se colocan los transmiso-
res, ya que el arnés o tipo de transmisor puede no ser el adecuado para cada
momento.

«  Evitar colocar transmisores en épocas de mucho estrés (ej., durante periodos
de escazes de alimento, durante la temporada reproductiva) a menos que
sea necesario por los objetivos del proyecto. También evitar colocar transmi-
sores en animales que se encuentren en mala condicién corporal.

«  Luego de colocado el transmisor, esperar unos dias a que el animal se acos-
tumbre al dispositivo para comenzar la colecta de datos.

«  Nunca asumir que los individuos marcados van a presentar un comporta-
miento normal, incluso cuando otros estudios reportaron que no existen
efectos secundarios. Siempre considerar que puede existir un sesgo asocia-
do.

«  Reportar los resultados del trabajo, sean positivos o negativos, sobre el efec-
to del transmisor.
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«  Cuando se evalua el efecto del transmisor, considerar variables-respuesta
como el comportamiento y factores fisicos y fisiolégicos.

Estudios reproductivos

En general, los estudios en ecologia reproductiva requieren de visitas a los
nidos por parte de los investigadores, que pueden producir efectos negativos
reduciendo el éxito reproductivo de la pareja que se estda monitoreando (West-
moreland & Best, 1985; Fetterolf & Blokpoel, 1983; Rodway et al., 1996). Estas visi-
tas también pueden aumentar la depredacion de los huevos, ya que, luego de la
inspeccién, el nido queda expuesto hasta que los padres vuelven (Yorio & Quin-
tana, 1996; Yorio et al., 1996). En Uruguay, estudios de experimentacién en nidos
de hornero (Furnarius rufus) utilizaron la técnica de perforar el nido para poder
realizar observaciones de tamano de nidada y de parasitismo de cria por el tordo
comun (Molothrus bonariensis) (Tosi, 2015). Luego de realizadas las observaciones
el orificio del nido fue tapado cuidadosamente con un tapén de madera y barro
por arriba (Tosi, 2015). Esta técnica fue testeada previo a la realizacion del estudio
y se demostrd que no afecta el comportamiento natural de nidificacién. (Fraga,
1980; Mason & Rothestein, 1986; Aldaz, 2006). Otros estudios sobre la biologia re-
productiva fueron realizados en la colonia de nidificacién del gaviotin real (Tha-
lasseus maximus) y el gaviotin pico amarillo (Thalasseus acuflavidus) de Isla Verde,
Rocha (Lenzi et al,, 2010). Para acercarse a los nidos sin generar disturbios en el
comportamiento natural de los adultos reproductores se utilizé, en algunas oca-
siones, la técnica de esconderse en una casilla movil (Fig. 6). Esta técnica es muy
util para observar el comportamiento de las parejas mientras estan posadas en el
nido y hasta se pueden tomar medidas de sus huevos. En los casos en que haya
que realizar captura de adultos o pichones los disturbios aumentaran, generan-
do estrés en pichones y adultos que deberan ser considerados (Gotmark, 1992).
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Figura 6. Casilla movil utilizada para la observacién de aves marinas nidificando. La foto es en la colo-
nia de nidificacién del Gaviotin Real en Isla Verde, Rocha. Foto: Javier Lenzi, Proyecto Sterna-Averaves.

El uso de cajas nidos es otra técnica utilizada para el estudio de reproduccién
en aves, especialmente en especies que son propensas a utilizarlas (Mgller, 1989;
Mgller, 1992). La utilizacién de cajas nido ha posibilitado la generacién de cono-
cimiento en distintas areas de la biologia como la evolucién, seleccién sexual,
genética de poblaciones, parasitismo, etc. (Mgller, 1989; Mgller, 1992). Sin embar-
go, esta técnica tiene sesgos que deben ser tomados en cuenta en los resultados
de la investigacidn. En general, estos sesgos se deben al incremento en el éxito
reproductivo de las especies que utilizan las cajas nidos principalmente debido
a dos aspectos: 1) las cajas nido generalmente ofrecen mayor protecciéon contra
los depredadores que los agujeros utilizados en la naturaleza por las especies; y
2) en muchos estudios se remueven los nidos viejos una vez terminada la tem-
porada con la consecuente remocion de parasitos y por tanto los individuos que
vuelven a nidificar al afo siguiente tienen menos cantidad de parasitos que lo
normal (Mgller 1989, Griffith et al., 2008).
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Técnicas para la toma de muestras en animales vivos

Extraccion de sangre

La sangre generalmente es utilizada para estudios genéticos, parasitolégi-
cos, ecotoxicolégicos, metabdlicos, etc. Las muestras de sangre pueden ser co-
lectadas de animales vivos de distintas maneras (Vuillaume, 1983; Hoysak & Wea-
therhead, 1991) y no deberia extraerse mas del 1% del peso de cada individuo
por semana (McGuill & Rowan, 1989). Una técnica muy utilizada, debido a su sim-
plezay rapidez, es la extraccion de sangre de la vena ulnar que se encuentra en
la articulacion entre el humero y el cubito y radio del ala (Fig. 7) (Fair et al., 2010).
La extraccion puede realizarse utilizando directamente una jeringa en especies
de gran tamano (mayores a 100 g). Pero si se trata de especies pequenas se debe
realizar una puncién con agujas de calibre 26 o menores directamente en la vena
y colectar la gota de sangre con tubos capilares de microhepatocrito (Fair et al.,
2010). Otras técnicas implican la utilizacidén de jeringas para obtener sangre de la
vena yugular, puncion cardiaca o puncion de los vasos en el tibio-tarso (Hoysak
& Weatherhead, 1991; Fair et al, 2010). Sin embargo, las dos primeras técnicas
requieren de mucha experiencia para no dafar al animal y, aun asi, muchas veces
ocurren dafos que provocan su muerte (Fair et al., 2010). La extraccién de sangre
de la vena yugular o de los vasos del tibio-tarso suele utilizarse cuando se trata
de pichones que no tienen bien desarrolladas las alas y la vena ulnar es muy
pequeia. Una vez extraida la sangre, se debe cubrir el punto de la puncién con
una gasa o algodon y aplicar presion durante 30 a 60 segundos (Rose et al., 2007).

Figura 7. Extraccion de sangre de la vena ulnar de un Batitu. Aqui se observa como, una vez realizado
el pinchazo con la aguja en la vena, la sangre es colectada por capilaridad. Foto: Luciano Liguori.
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Otro tipo de muestras

Las plumas son otro tipo de muestras que pueden ser colectadas para estu-
dios de isétopos estables o para analisis genéticos. Si se van a colectar plumas del
ala, siempre debe sacarse la misma pluma de ambas alas, ya que las regeneran
de a pares. Si al arrancar la pluma se produjera sangrado, debera liberarse al ani-
mal una vez que este haya cesado (Fair et al., 2010).

Para estudio de dieta, muchas veces se colectan muestras del buche o con-
tenido estomacal (Duffy & Jackson, 1986; Rosenberg & Cooper, 1990). En estos
casos se debe hacer vomitar al individuo utilizando una canula que se inserta
desde el eséfago hasta el proventriculo e introduciendo un emético para inducir
el vomito (Gionfriddo et al., 1995; Fair et al., 2010). Esta técnica es bastante invasi-
va y puede provocar dafios a los animales, pero permite detectar items de la die-
ta que no es posible con otros métodos (Prys-Jones et al., 1974; Duffy & Jackson,
1986; Rosenberg & Cooper, 1990). Una técnica no invasiva para el estudio de die-
ta es el andlisis del contenido de las fecas o egagrépilas (Duffy & Jackson, 1986;
Rosenberg & Cooper, 1990) en las que es posible encontrar estructuras duras que
no son digeridas, como exoesqueletos de artrépodos o restos 6seos de vertebra-
dos (Duffy & Jackson, 1986; Rosenberg & Cooper, 1990). Esta técnica tiene la de-
bilidad de no detectar especies de cuerpo blando (ej.: lombrices, lavas) que son
completamente digeridas (Duffy & Jackson, 1986; Rosenberg & Cooper, 1990).

Los estudios viroldgicos en aves requieren muestras de fluidos presentes en
la cloaca o la traquea (Rose et al., 2007). El isopado cloacal o traqueal consiste en
la introduccion de un isopo estéril en la cloaca o la traquea del individuo para
gue absorba los fluidos. Luego el isopo debe ser colocado en un tubo y refrige-
rado para su posterior analisis en el laboratorio (Rose et al., 2007). Esta técnica
no genera danos a las aves si es realizada con cuidado y utilizando isopos de
medidas adecuadas.

Zoonosis

Los investigadores que trabajan con aves silvestres deben de estar informa-
dos de la gran variedad de enfermedades pueden ser transmitidas de aves a hu-
manos. Las enfermedades mas comunes son producidas por bacterias y hongos
como: campylobacteriosis, histoplasmosis, ornitosis, tuberculosis, salmonelosis,
aspergilosis y Yersinia spp. (enterocolitis y pseudotuberculosis) (Thomas et al.,
2007; Fair et al., 2010). La mas conocida de estas enfermedades es una clamidio-
sis también denominada como ornitosis (o0 psitacosis) producida por la bacteria
Chamydophila psittaci, encontrada en mas de 120 especies de aves y en algunos
mamiferos domésticos (Gerlach, 1986; Andersen & Franson, 2007). Sus sintomas
son parecidos a los de la influenza (gripe), y por esto a veces se diagnostica de
manera equivocada (Fair et al., 2010). Los investigadores que trabajen con avesy

135



MATILDE ALFARO - JOAQUIN ALDABE

presenten sintomas como neumonia atipica con disnea, fiebre, dolor en el pecho
inexplicable, dolor de garganta o anorexia, etc. deben informar a sus médicos
sobre la posibilidad de padecer ornitosis (Fair et al., 2010).

Otra enfermedad que ha generado preocupacién debido a su rapida pro-
pagacion es la influenza aviar. Esta enfermedad es provocada por un grupo de
virus divididos en altamente patégenos (HP) y de baja patogenicidad (LP), y los
sintomas de contagio son como los de una gripe (Stallkencht et al., 2007). Sin
embargo, existen muy pocos casos reportados en la literatura en los cuales haya
ocurrido transmisién del virus de un ave silvestre a una persona; la mayoria de los
casos de contagio ocurrieron por la manipulacion de aves de corral (Stallkencht
etal., 2007).

Las medidas de prevencion de contagio de cualesquiera de las enfermeda-
des mencionadas incluyen la proteccién con guantes de latex siempre que se
tenga que manipular aves. En los casos que exista sospecha de que el ave esta
infectada con alguna enfermedad, debera tomarse mayor precaucién con el uso
de tapaboca y tunica, realizando la manipulaciéon en un ambiente abierto, o bien
ventilado, y una vez finalizada la manipulacién, realizar una desinfeccién de todo
el instrumental utilizado.

Métodos alternativos para el estudio de aves en campo

Existen una serie de técnicas no invasivas que son utilizadas por los investi-
gadores que estudian diversos aspectos de la ecologia de las aves en su ambiente
natural. Algunas de estas técnicas son: observacion, conteo, fotografia, filmacion,
reproduccion, registro de cantos y colecta de desechos (fecas y egagrépilas). En
cada nuevo proyecto de investigacion es recomendable, siempre que sea posi-
ble, el reemplazo de metodologias invasivas por técnicas no invasivas, con el fin
de minimizar los efectos adversos sobre las aves. Sin embargo, las técnicas no
invasivas también pueden generar disturbios en el comportamiento natural de
las aves que hay que tener en cuenta (Sekercioglu, 2002).

Para poder observar a las aves en su medio natural es esencial la utilizacién
de binoculares y/o telescopio y guias de identificacién. La experiencia es clave
para una rapida identificacién, y también para reducir los disturbios, ya que el
investigador conoce la sensibilidad de las aves a su presencia y los momentos
adecuados para su observacion (Fair et al., 2010). Para disminuir los disturbios y
para una mejor deteccién de las especies durante el muestreo, una estrategia
es reducir el nimero de investigadores que realizan los registros (idealmente 2)
y procurar no hacer ruidos. Cuando se esta estudiando el comportamiento o se
estan tomando registros en areas de reproduccién, dormideros y/o areas impor-
tantes para la alimentacion, el investigador debe acercarse lo menos posible, uti-
lizar escondites (como en la figura 2) u observatorios (Fair et al., 2010). Al realizar
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conteos o expediciones se deben utilizar los caminos o senderos que ya existan,
y en los casos en que no existan, o no sea posible utilizarlos, se debe minimizar la
perturbacién en el habitat (Fair et al., 2010).

La grabacion y reproducciéon de sonidos (o playback) de aves silvestres es
utilizada como técnica no invasiva para la deteccion de especies cripticas (espe-
cies que se esconden y no son facilmente detectadas por el observador) (Gibbs
& Melvin, 1993; Bibby et al., 1998; Conway & Gibbs, 2005). Esta técnica consiste en
grabar el sonido de un ave que se escucha en el campo, pero no se ve, y luego re-
producir el sonido. La reproduccién del sonido puede atraer al ave que posible-
mente confunde su propio canto con el de otro individuo y se acerca a buscarlo
(Bibby et al., 1998). Al acercarse el ave el investigador puede identificarla o foto-
grafiarla para su posterior identificacion. El uso de esta técnica debe ser limitado
a la deteccidn de especies cripticas, ya que su abuso puede generar confusién en
las poblaciones de aves que habitan en ese lugar, especialmente cuando se estan
reproduciendo (Marion et al., 1981).

Como ya fue mencionado anteriormente, algunos estudios de dieta de aves
pueden realizarse de forma no invasiva mediante el analisis de fecas o egagro-
pilas (bolos) que estas desechan naturalmente, o mediante la observacién mien-
tras se alimentan (Duke et al., 1976; Martin & Batenson, 1993; Bugoni & Vooren,
2004). Las egagropilas estan compuestas por restos no digeridos (huesos, pe-
los, escamas, vértebras, otolitos, etc.) de las presas y son explulsadas por la boca
en forma de bolos (Duke et al., 1976). Muchas especies de aves marinas, algunos
Passeriiformes y algunas aves rapaces (buhos, halcones, aguilas) excretan estos
bolos (Bugoni & Vooren, 2004). Los bolos, al igual que las fecas, pueden colec-
tarse en los lugares de descanso, dormideros, o en las colonias de nidificacién.
La colecta no implica contacto alguno con las aves, sin embargo, se debe tener
cuidado de generar el minimo disturbio posible durante la colecta. Por ejem-
plo, muchas especies de aves marinas como el Gaviotin Sudamericano (Sterna
hirundinacea) descansan en bandos sobre la arena y estos sitios de descanso van
cambiando a lo largo del dia (Alfaro et al., 2011). La colecta puede realizarse en
los sitios donde las aves ya no estén, pero estuvieron recientemente, teniendo
en cuenta que haya estado una Unica especie en el sitio para evitar la colecta de
muestras de otras especies (Alfaro et al., 2011). Las observaciones de comporta-
miento alimenticio deben realizarse desde escondites para no afectar el compor-
tamiento natural de las especies.
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CAPITULO 12

Avances de estudios en Uruguay: experimentacion en mitigacion
de la captura incidental de aves marinas en pesquerias
industriales

Sebastian Jiménez' - Andrés Domingo?

La captura incidental en las pesquerias industriales constituye una de las
principales amenazas para las aves marinas a nivel global. En particular, los alba-
tros (Diomedeidae) y los petreles (Procellariidae) son las especies mas afectadas
(Phillips et al., 2016), con un gran numero de especies listadas en alguna catego-
ria de amenaza de la Unién Internacional para la Conservacion de la Naturaleza
(IUCN) (Croxall et al., 2012). Las principales pesquerias que afectan a estas espe-
cies son las de palangrey arrastre (Croxall, 2008; Anderson et al., 2011). La captura
incidental en las pesquerias de palangre se debe a que las aves marinas intentan
alimentarse de las carnadas, principalmente durante el calado, lo que a menudo
lleva a que algunas aves queden enganchadas en los anzuelos o enredadas en
las lineas (Fig. 1).

1 Laboratorio de Recursos Peldgicos, Direccién Nacional de Recursos Acudticos. Uruguay.
jimenezpsebastian@gmail.com

2 Laboratorio de Recursos Peldgicos, Direccién Nacional de Recursos Acuaticos. Uruguay.
adomingo@dinara.gub.uy
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Figura 1. Albatros ceja negra (Thalassarche melanophtris) intentando alimentarse de un anzuelo encar-
nado con calamar en la pesca con palangre peldgico. Las aves pueden quedar capturadas en los an-
zuelos o enredadas en las brazoladas, principalmente durante el calado del palangre. Esto constituye
la principal fuente de mortalidad de albatros y petreles en estas pesquerfas a nivel global. Foto: Philip
Miller.

En la pesca con arrastre, las aves marinas pueden engancharse y quedar
atrapadas en la red al intentar alimentarse de la captura. A su vez, mientras se
alimentan de los descartes o restos del procesado a bordo de la captura, las aves
colisionan contra los cables que arrastran la red (Fig. 2), resultando en lesiones
graves o la muerte.

143



SEBASTIAN JIMENEZ - ANDRES DOMINGO

Figura 2. Albatros ceja negra (Thalassarche melanophris) en la pesca de arrastre de altura préximos a la
popa de un barco pesquero de arrastre de altura. Se observa uno de los cables de la red de arrastre. La
colisién y enredos con estos cables son una de las principales fuentes de mortalidad de albatros en las
pesquerfas de arrastre a nivel global. Foto: S. Jiménez.

Esta problematica global ha generado iniciativas internacionales para redu-
cirla mortalidad de aves marinas en pesquerias. La Organizacion de las Naciones
Unidas para la Agricultura y la Alimentacion (FAO) elaboré el Plan de Accién Inter-
nacional para Reducir la Captura Incidental de Aves Marinas en las Pesquerias de
Palangre (PAI- Aves Marinas). Este documento propicia la elaboracién de un Plan
de Accién Nacional en cada pais miembro que haya detectado la problematica.
Otra iniciativa de gran relevancia es el Acuerdo sobre la Conservacion de Alba-
tros y Petreles (ACAP), que actualmente cuenta con 13 paises, entre ellos Uru-
guay, el cual tiene como objetivo alcanzar y mantener un estado de conservacion
favorable para los albatros y petreles. Alrededor del mundo se han desarrolla-
do varias medidas de mitigacion, tanto para las pesquerias de palangre como
para las de arrastre, y para varias de ellas se han realizado investigaciones para
determinar su efectividad en reducir la mortalidad de aves marinas (Bull, 2009;
Lokkeborg, 2011). En el contexto de ACAP, la informacion cientifica disponible es
evaluada periédicamente por el Grupo de Trabajo sobre Capturas Incidentales
de Aves Marinas del ACAP (SBWG, por su sigla en inglés), donde luego se reco-
miendan las mejores practicas para cada pesqueria (https://acap.ag/en/resour-
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ces/bycatch-mitigation/mitigation-advice). Estas medidas pueden ser a menudo
adoptadas por los paises y consideradas en las organizaciones regionales de pes-
ca que manejan recursos pesqueros compartidos (e. g. Comisién Internacional
para la Conservacién del Atun Atlantico, CICAA, entre otras).

Uruguay, siguiendo las recomendaciones de FAQ, publicé en el afo 2007
su Plan de Accion Nacional para Reducir la Captura incidental de Aves Marinas
en las Pesquerias Uruguayas, PAN-Aves Marinas Uruguay (Domingo et al., 2007).
Este documento fue revisado y actualizado en 2015 (Jiménez et al., 2015). Dicho
plan, ademas de establecer las medidas de mitigacidn requeridas en cada pes-
queria que interactian con las aves marinas (Fig. 3), enumera las necesidades
de investigacién en medidas de mitigacion. Para implementarlas, es necesario
definir como proceder en las investigaciones que involucren la experimentacion
con animales. En Uruguay, los procedimientos para la utilizacién de animales en
actividades de investigacion, docencia e investigacion cientifica deben llevarse
a cabo bajo la Ley N° 18.611. Con el fin de dar cumplimiento a la ella, la DINARA
cred, el 5 de setiembre de 2011 por Resolucion N° 950/11, la Comision de Etica en
el Uso de Animales (CEUA). Dicha Comisidn tiene, entre otros cometidos, evaluar
los procedimientos que se aplican en aquellos estudios y proyectos de investiga-
cién ejecutados por DINARA. La experimentacién con aves marinas es considera-
da dentro de la experimentacion con animales no-tradicionales, donde varios de
los métodos establecidos para animales convencionales de experimentacion no
aplican y donde la regulacién de sus procedimientos, de naturaleza novedosa,
muchas veces no esta prevista en las normativas, exigiendo una responsabilidad
adicional. El objetivo de este capitulo es discutir los aspectos relacionados a la
experimentacidon con aves marinas para evaluar la efectividad de las medidas de
mitigacién en pesquerias y realizar recomendaciones de cémo deberia proce-
derse en Uruguay con respecto a este tipo de experimentacidon en animales no
tradicionales.
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Figura 3. Algunas medidas de mitigacion usadas en Uruguay en palangre peldgico. Arriba: linea es-
pantapajaros (Domingo et al, 2017). Esta medida de mitigacion ahuyenta a las aves de la zona donde
se estan hundiendo los anzuelos encarnados. Abajo: pesos en las brazoladas (Jiménez et al, 2019). Los
pesos colocados préximos a los anzuelos incrementan significativamente la tasa de hundimiento de
los anzuelos encarnados, reduciendo su exposicion a las aves. Fotos: S. Jiménez.
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Experimentacion en mitigacion

Mediante revisiones periodicas, ACAP ha desarrollado criterios y definicio-
nes (https://acap.aq/en/resources/bycatch-mitigation/mitigation-advice) que
deben reunir las medidas de mitigacion para ser consideradas dentro de las me-
jores practicas. El primer criterio, y de relevancia para el presente capitulo, reco-
noce como mejores practicas en la mitigacion de la captura incidental a la o las
tecnologias o técnicas que cumplen con: “haber sido seleccionada/s a partir de
aquellas que han mostrado a través de investigacién experimental una reduc-
cion significativa de las tasas de captura incidental de aves marinas a los minimos
niveles alcanzables”. También se enuncia en este criterio que “la experiencia ha
mostrado que las investigaciones experimentales que comparan el desempeio
de potenciales tecnologias de mitigacién contra un control sin ninguna medida,
cuando es posible, o con el statu quo de la pesqueria, son las que han brindado
resultados concluyentes”. Cabe mencionar, que varias de estas investigaciones
requieren de la captura de aves marinas como variable respuesta, lo cual plantea
un posible cuestionamiento ético. A su vez, si se considera que lo que se pre-
tende es mejorar el estado de las poblaciones de aves marinas, y que varias de
estas especies estan amenazadas, este tema requiere ser abordado con una res-
ponsabilidad adicional. Muchos de estos experimentos, son de suma relevancia
para la conservacion, ya que aquellas medidas de mitigacién con demostrada
eficiencia, una vez implementadas pueden, en determinados periodos, resultar
en la prevencion de la muerte de decenas o incluso centenas de miles de aves
(ACAP, 2013).

En pesquerias donde existen medidas de mitigacién implementadas, la com-
paracién de una nueva medida de mitigacién contra un “control” (tratamiento sin
medidas de mitigacion) plantea una situacion en la cual se puede generar niveles
de mortalidad mayores al statu quo de la pesqueria. Cuando no hay medidas de
mitigacién implementadas en una pesqueria, el control representa al statu quo
de la pesqueria. En este caso, cualquier medida de mitigacién propuesta que se
compare contra el statu quo presupone una menor exposicion de los animales al
riesgo de resultar muertos, lesionados o sufrir dolor. Este tipo de investigacion
se considera no letal. Sin embargo, el primer caso se define como “experimento
letal”: “aquel que utiliza una métrica letal, que puede elevar las muertes de aves
marinas por encima del nivel de captura incidental que se habria producido en
operaciones de pesca normales” (Pierre & Debski, 2013). Una métrica letal refiere
a una variable respuesta experimental que comprenda la muerte, o potencial-
mente una lesién letal, en aves marinas (Pierre & Debski, 2013). Es importante
mencionar que los “niveles de mortalidad” generalmente son analizados como
tasas de mortalidad, por ejemplo, nUmero de aves muertas cada 1.000 anzuelos,
o por horas de arrastre, dependiendo el arte de pesca. Estas métricas son relati-
vas al esfuerzo de pesca y no necesariamente informativas para un protocolo de
experimentacién animal (e. g. una tasa de mortalidad de 0,5 aves/1.000 anzuelos
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puede resultar de 5 0 500 aves capturadas en diez mil o un millén de anzuelos,
respectivamente). Para estos fines seria mas apropiado el nUmero de aves mari-
nas potencialmente expuestas a resultar muertas, lesionadas y/o sufrir dolor.

La normativa uruguaya (Ley N° 18.611, Decreto N° 78/014), considera la apro-
ximacion de las tres erres, reemplazo, reduccion y refinamiento, de acuerdo con
la filosofia aceptada internacionalmente de Russell y Burch (1959). El remplazo
refiere al empleo de métodos que no requieren el uso de animales para alcan-
zar los objetivos cientificos; la reduccion hace referencia a métodos que permi-
ten a los investigadores obtener niveles comparables de informacién a partir de
un menor nimero de animales u obtener mas informacién a partir del mismo
numero de animales; y el refinamiento refiere a métodos para prevenir, aliviar
o reducir al minimo el dolor, angustia, malestar dafios duraderos, conocidos y
eventuales, y mejorar el bienestar de los animales usados o para sustituir ani-
males superiores por aquellos de sensibilidad neurofisiolégica inferior. En este
contexto, a continuacion, se abordan varios aspectos que tienen incidencia en la
eleccion de la experimentaciéon en la mitigacion de la mortalidad de aves mari-
nas en pesquerias.

El reemplazo puede en algunas ocasiones ser parte de la investigacion en
medidas de mitigacién. Por ejemplo, en las pesquerias de palangre, el aumento
en las tasas de hundimiento de los anzuelos encarnados puede ser util para dis-
minuir la captura incidental de aves. La busqueda de regimenes de pesos, mate-
riales, etc., puede ser investigada sin la necesidad de aves marinas; por ejemplo,
midiendo la tasa de hundimiento de los anzuelos en brazoladas con distintas
configuraciones de pesos (Robertson et al., 2013). Sin embargo, la eficiencia de
la medida que tenga la mejor chance de disminuir la mortalidad de aves marinas
tiene que ser testeada en instancias posteriores con aves marinas. Ademas, es
generalmente necesario reunir evidencia sustancial para que estas medidas sean
evaluadas y adoptadas en las organizaciones regionales de pesca. Aqui es cuan-
do deben considerarse los métodos que llevan a la reduccién.

Un aspecto importante a tener en cuenta es que las especies consideradas
en el presente documento se encuentran muchas de ellas globalmente ame-
nazadas. Por ejemplo, en la Tabla 1 se muestran las principales especies que
interactuan con las pesquerias industriales uruguayas y el tamaino de las pobla-
ciones de las cuales proviene cada especie. Los albatros y petreles presentan ca-
racteristicas de historias de vida extremas, con una muy baja fecundidad, altas
tasas de sobrevivencia y una gran longevidad. El impacto de las capturas inci-
dentales no es similar en todas las especies, y la muerte de muy pocos individuos
puede causar una disminucién poblacional importante en algunas de ellas (Tabla
1). Por lo tanto, cualquier experimentaciéon en mitigacién de la mortalidad de
aves en pesquerias debe prevenir al minimo la mortalidad de las especies mas
sensibles. El estatus de conservacién global y/o nacional y el riesgo que puede
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significar la mortalidad de individuos para su poblacién deben ser aspectos de-
cisivos a la hora de disefnar el experimento. En algunas poblaciones claramente
no se justifica la captura de ningun individuo (e. g. Albatros Errante Diomedea
exulans, véase Tabla 1) debido a sus pequefios tamarios poblacionales.

Tabla 1. Principales poblaciones de aves marinas asociadas a pesquerias industriales en
Uruguay, tamafos poblacionales y Nivel Potencial de Remocidn Biolégica (PBR; umbral
del nimero de muertes adicionales que una poblacién puede sostener anualmente;
datos extraidos de Jiménez et al., 2012b). El estatus de conservacion global y nacional
segun la Unién Internacional para la Conservacién de la Naturaleza (UICN; Azpiroz et al.,
2012; BirdLife International 2018).

Diomedea exulans VU EN South Georgia 1420 20
Diomedea dabbenena R - Gough 1514 22
Diomedea epomaphora VU NT Campbell 7800 112

Diomedea sanfordi EN EN Chatham 5800 83
Thalassarche steadi NT NT Auckland Group 97089 2803
Islas Malvinas 399416 3844
Thalassarche melanophris LC LC
South Georgia 74296 715
Tristan da Cunha 21700-35800 277
Thalassarche chlororhynchos EN EN
Gough 5300 51
Phoebetria fusca EN - Tristan da Cunha, Gough 7625-8750 -
Macronectes halli LC LC South Georglfi, Qtras slas 4310 -
subantdrticas

Argentina (islas Gran Robredo,

) Observatorio, Arce, de los 2831 -
Macronectes giganteus LC LC Estados)
South Georgia 5500
Procellaria aequinoctialis VU U South Georgia 889122 9385
Procellaria conspicillata VU LC Tristan da Cunha 14400 152
Daption capensis LC LC Antartida, \{ar!as slas 2000000 -
subantdrticas
Fulmarus glacialoides LC LC Antartide, \{ar!as slas 4000000 -
subantdrticas
Puffinus gravis LC LC Tristan da Cunha, Gough 6000000 -
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Otro aspecto relevante, vinculado a la reduccién, es el tamafo de la muestra.
Es deseable reducir al minimo en la experimentacién letal el nimero de animales
expuestos. Por lo tanto, es importante considerar el poder estadistico para pre-
decir los niveles adecuados de muestreos necesarios para obtener conclusiones.
Previo a los experimentos, y basado en informacién previa o publicada, deberia
estimarse el numero minimo de lances de pesca e individuos necesarios para
obtener conclusiones. De esta manera se pueden establecer limites de capturas
incidentales. Se trata de no generar la muerte, la exposicién al dolor o lesiones
duraderas, de forma innecesaria, sin que se llegue al resultado cientifico espe-
rado, util para la conservacién. Es importante destacar que, desde el punto de
vista estadistico, la captura incidental es un evento raro (la mayoria de los lances
de pesca no presentan captura de aves) y muchas veces los niveles de variacién
son altos o desconocidos, lo que puede dificultar la estimacién de los limites de
captura (Pierre & Debski, 2013). En estos casos podrian estimarse limites en base
a los niveles minimos de mortalidad que pueden causar una disminucién en la
poblacién (véase Tabla 1), por ejemplo, considerandose un porcentaje de estos
valores para las especies en cuestion.

El tiempo de exposicidon durante un lance de pesca o tratamiento del ex-
perimento, es un aspecto relevante a considerar, ya que puede poner en riesgo
mas animales de los deseados. También es importante considerar la actividad de
forrajeo de estas especies, y sus variaciones en abundancia de acuerdo con las
areas y épocas de ano. Estas especies son predadores visuales, por lo que duran-
te el dia pueden detectar con mayor facilidad el hundimiento de los anzuelos en-
carnados en la pesca con palangre (Jiménez et al,. 2009; 2014); aspecto altamente
importante a considerar en el testeo de medidas de mitigacién.

El primer criterio arriba citado para definir las mejores practicas de ACAP,
también indica: “Cuando se demuestre una relacion significativa entre el com-
portamiento de las aves marinas y la mortalidad de aves marinas en un siste-
ma particular o en conjunto de aves marinas, las reducciones significativas en el
comportamiento de las aves marinas, como la tasa de ataques de aves marinas
a los anzuelos encarnados, pueden servir como un proxy de la reduccién de la
mortalidad de aves marinas”. Por lo tanto, algunas métricas pueden ser usadas
como aproximaciones a las capturas, y de esta manera aplicar el criterio de re-
finamiento. Los ataques a las carnadas en palangre o las colisiones con los ca-
bles de red en arrastre no necesariamente resultan en la mortalidad, por lo que
pueden ser usados como aproximaciones de la captura incidental o mortalidad,
respectivamente (Jiménez et al., 2012a; Sullivan et al., 2006), ya que son mas fre-
cuentes y estan correlacionados con estas Ultimas. La utilizacién de estas aproxi-
maciones puede disminuir el nUmero de aves capturadas necesarias para deter-
minar la eficiencia de una medida de mitigacion. Estas aproximaciones también
pueden reducir el tiempo necesario y el costo del experimento. Sin embargo, la
relacién entre la captura y sus aproximaciones no siempre es muy clara y esto
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puede variar entre especies. Es importante tener en cuenta que algunos de los
individuos que atacan las carnadas en palangre o colisionan con los cables en la
pesca de arrastre, pueden resultar muertos. Una excepcién a esto encontrada en
la literatura refiere a la pesca con palangre peldgico, donde los anzuelos encar-
nados fueron modificados para que las aves no resultaran capturadas durante
los ataques (Boggs, 2001). También debe considerarse que, en ciertas regiones
con gran densidad de individuos y riqueza de especies que interactian con los
artes de pesca, estas medidas indirectas de interaccion pueden resultar dificiles
de cuantificar. Ademas, las observaciones requieren ser realizadas durante el dia
y en condiciones de moderada a buena visibilidad, lo que aumenta el riesgo de
mortalidad para las aves.

Recomendaciones sobre la experimentacion en medidas de mitigacion

Se recomienda que las medidas de mitigacién a experimentar tengan gran-
des posibilidades, ya sea por antecedentes en otros lugares, recomendaciones
de comisiones o grupos de expertos o porque abordan rigurosamente detalles
del comportamiento de las especies, modificaciones en el arte de pesca y/o nue-
vas tecnologias, de disminuir significativamente la captura incidental de aves
marinas.

Una vez definidas estas medidas, se recomienda que, siempre que sea posi-
ble, tanto bajo regimenes de experimentacién letal o no letal, se evite la muerte
de animales, por ejemplo, utilizando aproximaciones como los ataques a las car-
nadas en palangre. Cuando fuese posible, se recomienda que se utilicen aproxi-
maciones, que disminuyan al minimo la probabilidad de muertes, lesiones dura-
deras o dolor en los animales.

Cuando el punto anterior no sea posible, se deberian establecer previamen-
te limites de captura en nimero de individuos, considerando las tendencias y ta-
manos poblacionales. En estos casos se deberia establecerse cudles serian las es-
pecies potencialmente afectadas, y los nimeros de aves que podrian capturarse
por especie, considerando rigurosamente la informacién existente. Para aquellas
especies con poblaciones seriamente comprometidas, los experimentos no jus-
tificarian su captura incidental, y deberian tomarse todas las precauciones para
disminuir al minimo la probabilidad de que ocurra su captura incidental.
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CAPITULO 13

Captura y manejo de mamiferos medianos y grandes en el campo

Ariel Farfas'?

En este capitulo se abordan métodos para la captura y manipulaciéon de
mamiferos medianos y grandes (i. e. macromamiferos: > 1 kg) en el campo, con
especial énfasis en carnivoros (i. e. Orden Carnivora). Si bien muestran habitos
diversos, muchas especies son raras (i. e. muestran baja abundancia, incidencia
y/o detectabilidad), requiriéndose frecuentemente la captura de individuos para
obtener registros confiables. Pero es justamente sobre los mamiferos de mayor
porte donde se imponen los estandares éticos y de bienestar animal mas estric-
tos, planteando un desafio para la investigacion en fauna silvestre. Por lo general,
ésta requiere obtener informacion directamente de la especie de interés, por lo
que su reemplazo (i. e. primera de las tres erres de Russell & Burch, 1959, Lane &
McDonald, 2010) por otra especie, modelos fisicos o cultivos en laboratorio no
suele representar una opcion viable. El uso de modelamiento matematico pue-
de representar una alternativa si existe informacion suficiente sobre parametros
relevantes de la especie focal. A su vez, el criterio de reduccion (i. e. segunda R, cf.
Russell & Burch, 1959; Lane & McDonald, 2010) es de dificil aplicacién, ya que el
numero de individuos afectados no es totalmente controlable debido a la baja
selectividad y eficiencia de la mayoria de los dispositivos de captura para macro-
mamiferos, y resulta dificil prever los efectos que la manipulaciéon de un indivi-
duo puede tener sobre otros individuos y poblaciones en el ambiente natural.
La ejecucion de estudios piloto y la experiencia previa pueden mitigar en algun
grado estas deficiencias. En este contexto, el refinamiento (i. e. tercera erre, Rus-
sell & Burch, 1959; Lane & McDonald, 2010) de los métodos de estudio se vuelve
altamente relevante para el disefio de protocolos con este tipo de especies.

La captura y manipulacién de individuos puede representar la unica for-
ma de cumplir con los objetivos de un estudio; por ejemplo: obtener medidas
morfolégicas o de condicidn corporal, extraer muestras de tejido (e. g. andlisis
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genético, isotdpico o parasitoldgico), establecer barreras sanitarias (e. g. vacuna-
cién, desparasitado), marcar individuos para estudios poblacionales o de com-
portamiento, controlar poblaciones (e. g. esterilizacidn, eutanasia, translocacion),
o colocar radio-collares e implantes (e. g. transmisores intraperitoneales, chips
de identificacién). En otros casos, la captura representa la forma mas directa de
colecta de datos, entregando informacién mas certera sobre parametros biol6-
gicos de interés. Sin embargo, los animales capturados son sometidos a niveles
importantes de estrés que pueden afectar su salud y desempeiio, e influir sobre
la calidad de los datos. Por consiguiente, su captura y manipulacion debe estar
plenamente justificada, tanto en términos logisticos (i. e. recursos econémicos,
humanos, materiales y de tiempo) como bioéticos y de bioseguridad, lo que in-
volucra un andlisis de costo/beneficio ponderando la ganancia de informaciéon
y su relevancia, contra el bienestar animal (Powell & Proulx, 2003; Lane & Mc-
Donald, 2010; Prolux et al., 2012). Esto podria desembocar en el reemplazo de la
captura por técnicas alternativas menos precisas, pero también menos invasivas
(ver mas abajo), o incluso en el abandono completo del estudio o de alguno de
sus objetivos si no existen alternativas satisfactorias. A continuacion se describen
guias basicas para la captura y manipulacién de macromamiferos. Luego, se des-
criben técnicas alternativas menos invasivas, el tipo de informacién que puede
extraerse de ellas, y sus principales limitaciones logisticas.

Disefio de muestreo

La captura de macromamiferos es costosa y riesgosa, tanto para éstos como
para el personal involucrado, y requiere planificacién y ejecucién cuidadosas
considerando aspectos de bienestar animal y bioseguridad (Lane & McDonald,
2010; Prolux et al., 2012). Las restricciones logisticas son también importantes en
el estudio de estas especies. Las trampas suelen tener un alto costo econémi-
co. Ademads, cuanto mayor sea el porte de la especie focal, mayor es también el
tamarfo de trampa adecuado, mayor su rango de hogar, y menor su densidad
poblacional, y por lo tanto mayor el drea de muestreo, su costo econédmico, y los
riesgos asociados a su manipulacion.

Existe una gran variedad de técnicas de captura, cuya efectividad varia tanto
con la especie objetivo como con las caracteristicas del area y el periodo de es-
tudio (Krebs, 2006; Wheater et al.,, 2011; Lagos & Villalobos, 2012). Abarcan desde
el rastreo, persecucion e inmovilizacién activa de los animales (i. e. generalmente
de gran tamano, dificiles de confinar en recintos cerrados), hasta la disposicion
de trampas en puntos fijos, siguiendo un disefio de muestreo aleatorio, siste-
matico u oportunista (i. e. dirigido a lugares con mayor actividad). Si se desean
estimaciones confiables y precisas de abundancia poblacional sobre un area, lo
ideal es disponer los dispositivos de captura en forma aleatoria o, en su defecto,
siguiendo algun disefio sistematico (e. g. grilla) y/o estratificado (Krebs, 2006; La-
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gos & Villalobos, 2012). Como regla general, si el nUmero de muestras asequible
es lo suficientemente elevado para asegurar una buena distribucién de ellas en
el espacio y el tiempo, se recomienda usar un disefio completamente aleatorio.
Dado los costos logisticos, esto es muy dificil de lograr con las especies tratadas
en este capitulo. En cambio, debe frecuentemente acudirse a la estratificacién o
el uso de bloques para garantizar una buena representacion y control de la varia-
bilidad ambiental natural, y/o al uso de disefos sistematicos para garantizar una
buena cobertura espacial y temporal de las unidades de muestreo (Krebs, 2006).
Es comun también usar disefios mixtos, incorporando un componente aleato-
rio y uno sistematico a distintos grados de resolucién espacial o temporal; por
ejemplo, distribuir sistematicamente puntos de muestreo sobre transectos esta-
blecidos en forma aleatoria (i. e. aleatorio/sistematico), o localizar aleatoriamente
una o mas unidades de muestreo en celdas de una grilla regular (i. e. sistematico/
aleatorio).

Aun asi, la complejidad inherente al estudio de macromamiferos puede
limitar la utilizacién correcta de cualesquiera de los disefios mencionados arri-
ba. El costo y tamano de las trampas, y la disponibilidad de personal para su
operacion y seguimiento, pueden determinar que s6lo un nimero limitado de
aquellas puedan ser operadas simultaneamente. En esos casos se recurre a dise-
fAos de muestreo que maximizan la probabilidad de captura y reducen el tiempo
de viaje entre dispositivos; por ejemplo, disefios adaptativos donde el numero
y disposicion de las trampas se evalla y ajusta constantemente en funcién de
los registros (Krebs, 2006; Lagos & Villalobos, 2012). Otra posibilidad es realizar
muestreos dirigidos sobre porciones del habitat que presenten mayor probabili-
dad de ser frecuentadas por la especie de interés (Lagos & Villalobos, 2012). Bajo
ciertos supuestos, el uso de técnicas de marcaje-recaptura siguiendo este disefio
brinda estimaciones de abundancia costo-eficientes, pero con menor precision y
mayor sesgo que los métodos mencionados mas arriba. Aun asi, cuando el obje-
tivo principal del trampeo es obtener muestras de tejido u otro tipo de informa-
cién de los individuos, o realizar algun procedimiento (e. g. marcaje, implantes),
los muestreos dirigidos suelen ser los mas eficientes (Lane & McDonald, 2010).

El nimero de trampas y la extension del drea de estudio debe permitir la
captura y procesamiento de un nimero adecuado de individuos (Lane & Mc-
Donald, 2010). Un bajo esfuerzo de muestreo (i. e. pocas trampas y/o areas de
estudio pequenas) conllevard bajas tasas de captura y bajo poder estadistico,
derrochando recursos y tiempo para obtener informacién poco valiosa de in-
dividuos sometidos al estrés del proceso. Por otro lado, muestreos sobre areas
muy extensas, con largos traslados entre trampas y/o un nimero elevado de
éstas, conllevaran un nimero de capturas mayor al que puede ser procesado,
largos tiempos de espera, y mayores niveles de estrés y riesgo para la salud de
los individuos, cuyo procesamiento adecuado puede involucrar hasta dos horas,
dependiendo de su condicién y del objetivo del estudio. Esto limita no sélo el
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numero de capturas que puede procesarse debidamente en una jornada, sino
también el tiempo maximo de espera que debe soportar un animal. Por ejemplo,
si se capturan tres individuos, el ultimo individuo deberd esperar en la trampa
el tiempo que lleve llegar hasta el lugar, mas el tiempo de procesamiento de los
otros individuos. Si fue capturado poco después de activar la trampa, la espera
total podria prolongarse por una jornada completa. Aun asi, si resultara necesa-
rio realizar muestreos sobre areas extensas, se requerird un personal numeroso,
que involucre dos o mas personas capacitadas (e. g. veterinarios) para procesar
simultdneamente mas de un individuo, y otros integrantes que revisen las tram-
pas restantes, notifiquen eventuales capturas, y custodien y apliquen medidas
de reduccion de estrés sobre los individuos en espera. En todos los casos, es
siempre recomendable realizar estudios piloto para estimar tanto las tasas de
captura esperables como la capacidad de reaccién y coordinacién del personal
involucrado.

Dispositivos y métodos de captura

La seleccion del dispositivo de captura mas adecuado dependera de la bio-
logia de la especie focal, y condicionara el disefio de muestreo. A continuacion se
describen algunos de los mas utilizados para macromamiferos, principalmente
carnivoros.

Las trampas de caja o jaula son uno de los dispositivos mas ampliamente uti-
lizados para captura viva (Fig. 1). Se componen de un cubiculo cerrado con una o
dos puertas moviles conectadas a un gatillo, normalmente en forma de piso falso
(Powell & Proulx, 2003; Krebs, 2006; Wheater et al,, 2011; Lagos & Villalobos, 2012).
Cuando un animal se introduce en la trampa, pisa el gatillo y la presién se trans-
mite por un cable o barra de metal liberando un cerrojo o gancho que mantiene
la puerta abierta, cerrando el dispositivo. Segun el tipo de trampa, la puerta pue-
de caer en forma de guillotina (i. e. verticalmente guiada por rieles), o en forma
diagonal impulsada por un resorte en “V” (e. g. Tomahawk’, Fig. 1a-c). El ultimo
caso resulta mas efectivo al dificultar su apertura desde el interior, pero puede
generar lesiones en individuos no focales muy pequenos. Las trampas-jaula son
mas efectivas para mamiferos medianos (. e. 0,5 a 10 kg), que pueden ser espe-
cies de dieta carnivora u omnivora, terrestres, y con poca aversién a espacios
cerrados (e. g. Luegos Vidal et al., 2003; Krebs, 2006; Wheater et al., 2011; Lagos
& Villalobos, 2012; Fig 1d). Pero poseen baja selectividad (i. e. probabilidad de
capturar especies no focales), dependiendo del tamafio de la jaula, su ubicacién
y el cebo utilizado.

La mayoria de los macromamiferos muestran cierta aversion a espacios ce-
rrados, por lo que su ingreso en trampas-jaula debe ser estimulado mediante
cebado. Pueden utilizarse atrayentes olfativos (i. e. esencias), sefiuelos o alimento
(e. g. Luengos Vidal et al., 2003; Fig. 1e). El Ultimo caso provee nutrientes y agua
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al animal capturado, disminuyendo el estrés y riesgo asociados al encierro. Fun-
ciona mejor con animales carnivoros y, en menor medida, frugivoros, pero es
poco eficiente para herbivoros, salvo en zonas aridas y/o calurosas donde el cebo
represente un suministro importante de agua (e. g. trozos de manzana). Algunos
animales desconfiados o capturados previamente, intentan extraer el cebo sin
ingresar todo el cuerpo (e. g. sujetando la puerta con el lomo, comun en zorros).
Por ello, es conveniente fijar el cebo atandolo al piso o, mejor aun, colgandolo del
techo delajaula (Fig. 1e). Otra forma de incrementar la efectividad de las trampas
es disponerlas abiertas y cebadas por un periodo de tiempo (i. e. ‘precebado’;
Fig. 1e), impidiendo fisicamente el cierre de las puertas, de modo de que los in-
dividuos se familiaricen con ellas. Esto no sélo reduce la aversion al ingreso, sino
también el estrés por el encierro una vez capturados. Efecto similar suele tener
cubrir la trampa con ramas, hierbas u hojarasca. Para carnivoros muy desconfia-
dos puede ser necesario el uso de carnada viva (e. g. Luengos Vidal et al., 2003),
donde la presa es colocada en una camara contigua. Notese que su uso hace ne-
cesario considerar también el bienestar de la presa y reducir al minimo su estrés,
mayor frecuencia de monitoreo de las trampas y mayores costos logisticos.

Las trampas de jaula estan fabricadas con una malla de metal que no ais-
la al individuo capturado de la intemperie, por lo que deben ubicarse en sitios
resguardados del sol, la lluvia o el viento (Powell & Proulx, 2003; Lane & McDo-
nald, 2010; Fig. 1c-d). En zonas abiertas, debe proveerse de cobertura, u optar
por trampas cerradas (e. g. cajas) que provean refugio, aunque las especies en
este tipo de habitat suelen evitar estos espacios cerrados. Las trampas de jaula
deben disponerse siempre sobre superficies horizontales, planas y estables, ya
que los animales evitaran ingresar si el piso no es firme. Es aconsejable sujetarla
a estacas, ramas o postes para evitar que el individuo capturado se lastime si se
vuelca o mueve de su posicion inicial al intentar liberarse. Esto también evita que
otras especies (e. g. perros) expongan o vuelquen la trampa al intentar alcanzar
al individuo en su interior. En algunos casos, es posible adaptar las trampas para
la captura de especies arboricolas, siempre que sean firmemente sujetadas a una
rama robusta y horizontal.

Existen modificaciones al disefio general de las trampas de jaula para espe-
cies con caracteristicas particulares. Para las de gran tamano (i. e. 0sos, yagua-
retés, pumas) se construyen grandes habitdculos cerrados o corrales fijos con
troncos, rejas perimetrales, o tanques de metal, normalmente con una puerta
de caida en guillotina. Si estas especies muestran aversién a ingresar en recitos
cerrados (e. g. muchos ungulados), se usan corrales extensos abiertos o redes.
Esto involucra su arreo y persecucién hasta el dispositivo. Debido al costo de
estos dispositivos y la dificultad de su traslado, el muestreo suele estar dirigido a
areas con registros previos. Para capturar especies subterraneas (e. g. tucu-tucu
Ctenomys spp.), se adaptan tubos de metal o PVC, con un extremo cubierto con
una malla y el otro con una puerta conectada a un piso falso, analoga a las utili-
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zadas en trampas-jaula, que se introduce en la entrada de la galeria. La rejilla en
el extremo opuesto permite el paso del aire, y el individuo es capturado cuando
intenta llegar a la abertura para taparla. Por Ultimo, se han adaptado diversos
tipos de trampas de jaula sobre balsas para la captura de especies semiacuaticas
(e.g. vison Neovison vison, nutrias Lontra spp.).

B A
[ il ] dl
gatilln J [L.)
cobo (piso faisa) .~ cemojo | [esone
| 7 e~ (gancho)| |
“ &

Figura 1. Trampas jaula de captura viva. A) Modelo Tomahawk con dos puertas. B-C) Esquema bésico
de funcionamiento de la trampa. B) La trampa se activa, sujetando la puerta en “V” con un gancho o
cerrojo sujeto a una barra de metal conectada al piso falso, detras del cual se ubica el cebo o atractor.
C) Alingresar un individuo atraido por el cebo, pisa el gatillo y desengancha el cerrojo, y la puerta de
la trampa se cierra impulsada por un resorte. D) Guifa (Leopardus guigna) capturada en la estacion
experimental Senda Darwin, Chiloé, sur de Chile. E) Vista del interior de la jaula, donde se destaca la
disposicion del cebo (pollo crudo) colgando desde el techo, y el atractor olfativo (orina de lince) en el
tubo blanco junto al piso falso; la trampa se encuentra totalmente abierta por ambos extremos, donde
las puertas fueron trabadas con alambre, permaneciendo asi por un periodo de precebado de tres dias
previo al inicio de las capturas. Se destaca en Cy D la ubicacion de las trampas sobre una superficie
horizontal lisa y en una ubicacion protegida.

Uno de los medios mas efectivos para la captura de especies con marcada
aversion a espacios cerrados es el uso de cepos acolchados (Fig. 2; e. g. Luengos
Vidal et al,, 2003; 2016; Powell & Proulx, 2003; Michalski et al., 2007; Lagos & Villa-
lobos, 2012). Estos estan conformados por dos mandibulas de metal revestidas
con goma o neopreno, y unidas en su base por una bisagra, que se cierran impul-
sadas por un resorte cuando un animal pisa un piso falso que actia como gatillo
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(Fig. 2a-b). Al cerrarse el cepo, fijado por una cadena a una estaca u otra estruc-
tura fija, atrapa la extremidad del animal. Se instalan sobre el suelo, ocultandolos
con hojarasca u otro material natural, y evitando rocas y ramas que traben el dis-
positivo y/o lastimen el animal. Pueden ubicarse en senderos frecuentados por la
especie de interés, en la entrada de un refugio, o en area abiertas junto a un cebo
o sefuelo (e. g. un elemento plastico vistoso; los canidos suelen ser atraidos por
objetos nuevos y coloridos). En este ultimo caso, el cebo o sefiuelo se ubica entre
dos o mas dispositivos para incrementar la eficiencia de captura. Dado que no
depende del ingreso a recintos cerrados, es altamente efectivo, y si su tamafo se
escoge correctamente no genera mayor dafo en el animal.

Sin embargo, el uso de cepos requiere gran cuidado y esfuerzo (Powell &
Proulx, 2003; Lagos & Villalobos, 2012). Si el gatillo no se ajusta conveniente-
mente, puede ser activado por especies mas pequeias (y livianas) que la focal,
resultando severamente lesionadas. Un dispositivo en malas condiciones (e. g.
acolchado roto) puede también causar lesiones. Ademas, los animales quedan
sujetos por una extremidad y completamente expuestos a otros animales, al ser
humano, y a las inclemencias del tiempo. Esto puede ser muy traumatico para
el individuo, pudiendo lastimarse, e incluso amputar su extremidad, al intentar
liberarse. Por lo tanto, es necesario controlar constantemente las trampas, redu-
ciendo al minimo posible el tiempo entre visitas. Debido a que el individuo no
se encuentra confinado en un recinto cerrado, su manipulacion e inmovilizacion
reviste también mayor complejidad, y representa también una fuente de estrés.
Esto eleva el costo logistico (i. e. personal necesario) y/o reduce el area factible de
ser muestreada con un determinado esfuerzo.

Figura 2. Cepo acolchado. A) Dispositivo
abierto, sefialando el piso falso o gatillo,
cerrojo y mandibulas acolchadas. B) Dis-
positivo cerrado; nétese la posicion de
las pestafias que sujetan las mandibulas
en posiciéon cerrada. C) Dispositivo con-
formado por cuatro trampas unidas a una
cadena comun; en el campo, todo el dis-
positivo se oculta con hojarasca arena o
tierra, y el cebo se sitla en el centro del
arreglo.
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El uso de cepos sin acolchado, aunque comun en la caza comercial, no es
admisible en proyectos cientificos o de manejo de fauna, aun cuando el objetivo
involucre la captura muerta, ya que el proceso resulta demasiado cruento y pro-
longado (Powell & Proulx, 2003). Una alternativa a ello es el uso de trampas de
golpe adecuadas para mamiferos pequefos a medianos. Un dispositivo comun,
y que provoca la muerte instantanea (“humanitaria”) de los individuos, reducien-
do su sufrimiento al minimo posible, son los modelos de mandibulas rotativas (e.
g. Conibear”), las cuales funcionan de forma similar a los cepos. Las mandibulas
realizan un giro completo, cierran en forma de tijera y descargan mayor energia
en el golpe. Estan disefiadas para golpear el tronco, cuello o cabeza del animal, y
son convenientes principalmente para carnivoros pequefios, como algunos mus-
télidos. Su selectividad puede incrementarse localizandolas en galerias o espa-
cios cerrados con evidencia de actividad de la especie focal. Para los carnivoros
y marsupiales mas pequefos pueden utilizarse trampas planas de golpe (e. g.
Victor®) similares a las usadas en captura muerta de micromamiferos. Debido a la
baja selectividad de estas trampas, es recomendable, aunque mas costoso, reali-
zar captura viva y luego aplicar la eutanasia siguiendo un protocolo humanitario,
e. g. sobredosis de anestésicos (Lane & McDonald, 2010).

Otro tipo de dispositivo de captura viva eficiente son los lazos (Luengos Vi-
dal et al., 2003; Powell & Proulx, 2003; Lagos & Villalobos, 2012). Para incrementar
su utilidad, estos suelen estar unidos a algun resorte, vara flexible o polea que,
al ser liberado, permite su rapido cierre. Segun su disposicion puede atrapar al
individuo por una extremidad, el cuello o el tronco, dependiendo del modo mas
efectivo de sujecidn de la especie de interés. Es altamente efectivo para la cap-
tura viva si se lo provee de algun tope para evitar el exceso de presiéon (Powell
& Proulx, 2003), pero ello requiere de un calculo preciso y experiencia previa,
y comparte la mayoria de los riesgos de operacién descritos para los cepos. Si
carecen de tope o traba, y son provistos de un resorte potente, son considera-
dos como método apto (“humanitario”) para la captura muerta (Powell & Proulx,
2003) por asfixia rapida (0 ahogamiento en especies acuaticas).

Por ultimo, existen técnicas de captura que involucran rastreo y persecucion
de individuos, en general de gran tamafo, y muchas veces involucrando el uso
de perros que facilitan su deteccién, rastreo y acorralamiento (Lagos & Villalobos,
2012). La inmovilizacién se realiza por medio de lazos manuales, redes arrojadi-
zas, dardos anestésicos o, en el caso de captura muerta, disparos con armas de
fuego. El uso de dardos anestésicos o proyectiles convencionales (balas) debe
realizarse por personal altamente calificado, y puede estar sujeto a regulacién
y requerir permisos especiales. Los dardos pueden arrojarse usando cerbatanas
o armas de aire comprimido (Lagos & Villalobos, 2012). Un veterinario con expe-
riencia debe evaluar cuidadosamente, y a distancia, el estado y peso del animal
para calcular la dosis de anestésico. El dardo debe insertarse preferentemente
en areas del cuerpo con mayor masa muscular, evitando tocar érganos blandos
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o hueso y producir lesiones graves. El anestésico puede suministrarse también
usando una vara con una jeringa en el extremo si el animal fue acorralado en
un lugar seguro. Se debe tener especial cuidado, ya que el uso de perros puede
estresar al animal, y el sitio en que es acorralado, o a donde pudiera escapar tras
recibir un dardo, puede ser de acceso dificil (e. g. arboles o desfiladeros). Ade-
mas, estos procedimientos suelen realizarse sobre individuos de gran tamano,
peligrosos para el personal involucrado, representando también un problema en
términos de bioseguridad.

Manipulacion

Todo el proceso de manipulacion de un individuo capturado debe involu-
crar un monitoreo cuidadoso de su bienestar (Luengos Vidal et al., 2016; Lane
& McDonald 2010; Lagos & Villalobos, 2012; Prolux et al., 2012). Al chequear la
trampa debe considerarse que la presa puede haber permanecido en ella por
horas, expuesta a las inclemencias del tiempo y al acoso de otros animales o
el hombre. Aunque la instalaciéon correcta de la trampa debe minimizar estas
fuentes de estrés, es necesario comenzar con una evaluacion visual de su estado.
Las respuestas conductuales al estrés varian entre especies, siendo relevante el
conocimiento previo. El primer acercamiento debe hacerlo una Unica persona,
sigilosamente, sin movimiento bruscos. Un indicador inicial del estado del ani-
mal, evidente desde cierta distancia, es la frecuencia y nivel de movimiento. Por
ejemplo, paseos rapidos por la jaula, giros bruscos y morder los barrotes pueden
revelar estrés, mientras que la ausencia de movimiento puede indicar problemas
fisioldgicos (e. g. hipo o hipertermia) o agotamiento, o constituir una respuesta
defensiva ante la percepcién de amenaza (e. g. lagomorfos). También es impor-
tante prestar atencién a la emisién de vocalizaciones o sonidos agresivos y, a
menor distancia, evaluar la frecuencia respiratoria. Si se detectan sefales de es-
trés fisioldgico, debe responderse rapidamente con tratamiento veterinario. Es
aconsejable siempre el porte de mantas y bolsas de agua caliente para tratar
casos de hipotermia, asi como suero fisiolégico para casos de deshidratacion se-
vera, y medicamentos para revertir una posible taquicardia o bradicardia. A su
vez, se procede a una primera evaluacion de la presencia de lesiones fisicas evi-
dentes (e. g. heridas, sangrado, dificultad para el movimiento). Al ser detectadas,
el veterinario decide el procedimiento a realizar una vez inmovilizado el animal,
incluyendo la eutanasia en casos extremos, u ordena su liberacién inmediata si
considera cualquier procedimiento riesgoso para su bienestar o la salud del per-
sonal involucrado.

Al detectar sefnales evidentes de estrés en un animal se debe proceder pri-
mero a tranquilizarlo, lo que puede conllevar previamente su inmovilizacién fi-
sica. Esta puede resultar traumatica, debiendo ser rapida y eficiente, sin dafar el
animal ni comprometer la seguridad del personal. Por ejemplo, los lagomorfos
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silvestres son particularmente propensos a fracturas 6seas o subluxacién de la
columna cuando patean bruscamente para liberarse, y pueden atacar con ras-
gufos y mordeduras, por lo que debe sujetarse firmemente todo el cuerpo y
especialmente sus patas traseras. Para inmovilizar animales capturados en tram-
pas-jaula, se puede utilizar una superficie plana con un mango (pistén) para
empujar y acorralar gradualmente al individuo contra el fondo, y aplicarle algun
sedante a través de la reja (Fig. 3a-b). Se recomienda arrinconarlo gradualmen-
te, introduciendo el pistén por pasos, y poniendo varas a través de la reja para
trabarlo evitando que el animal lo empuje hacia atras (Fig. 3a-b). En dispositivos
de captura abiertos (e. g. lazos, cepos) la sujecién puede realizarse inicialmente
por medio de redes, mantas o lazos manuales. Estos ultimos, preferentemente
sujetos a una vara o cafa, deben colocarse rodeando conjuntamente el cuello
y una extremidad delantera para evitar asfixiar al animal; es muy dificil liberar el
lazo una vez ajustado, y si este rodea sélo el cuello, su ajuste excesivo puede ser
irreversible. Cubrir la jaula o los ojos del individuo con una manta oscura ayuda
en muchos casos a calmarlo. Guantes de seguridad pueden evitar rasgufios y
laceraciones menores, pero no detienen mordeduras potentes (i. e. trituracion), y
disminuyen la destreza y sensibilidad de las manos.

wnras (traba platdn) |

Figura 3. Procesamiento de un individuo de visén americano (Neovison vison), especie introducida,
capturado en la localidad de Hornopirén, sur de Chile. A) Inmovilizacién fisica arrinconando el indivi-
duo con un piston contra el fondo de la jaula, donde se inyecta el anestésico; ndtense las varas que se
colocaron a través de la reja para trabar el pistén en su posicion. B) Esquema de funcionamiento del
piston. C-D) Monitoreo continuo de bienestar animal (C: temperatura rectal, D: frecuencia cardiaca)
realizado por una veterinaria con experiencia en fauna silvestre y un asistente; nétese que el individuo
es dispuesto sobre una superficie confortable constituida por una lona pléstica y una manta para ais-
larlo de la humedad y el frio del suelo, respectivamente.
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Tras la inmovilizacién, comienza un monitoreo frecuente (cada 5 a 10 minu-
tos) de parametros fisiol6gicos y conductuales (Luengos-Vidal et al., 2016). Se re-
gistra temperatura rectal, frecuencia cardiaca y frecuencia respiratoria, dilatacion
de la pupila, y signos que puedan sugerir pérdida del efecto de la anestesia (e. g.
movimiento de la lengua, reflejo de deglucién, parpadeo, contraccién de pupila,
movimientos en extremidades). También se buscan lesiones desapercibidas en
el acercamiento inicial (e. g. laceraciones, hematomas, dafos en la dentadura). El
monitoreo se extiende a lo largo de todo el procedimiento, y la frecuencia puede
incrementarse si el individuo muestra indicios de inestabilidad o anormalidad en
los parametros monitoreados. Finalizada la manipulacién, el monitoreo continda
hasta la apariciéon de indicios de pérdida de efecto de la anestesia. Si se regis-
tran valores anormales de los indicadores, y se requiere continuar el monitoreo,
puede inmovilizarse el individuo fisicamente, o sedarse quimicamente, hasta la
recuperacion de los parametros normales. Finalmente, se controlan los mismos
indicadores conductuales de estrés descritos mas arriba, hasta que el individuo
muestre completa recuperacién y aptitud para ser liberado (i. e. pérdida de efec-
tos de la anestesia, movimientos coordinados, reflejos adecuados).

Muchos mamiferos (e. g. carnivoros, lagomorfos) son particularmente sen-
sibles al movimiento y a los ruidos, asi como al contacto humano directo, por
lo que la cantidad de personas involucradas en su procesamiento debe redu-
cirse al minimo. En el caso de mamiferos medianos y procedimientos sencillos y
poco invasivos (e. g. mediciones morfométricas bésicas, colocacién de caravanas,
extraccion de sangre), el equipo minimo necesario puede corresponder a dos
personas: veterinario y asistente. Procesos invasivos (e. g. intervenciones quirur-
gicas, implantes) y/o mamiferos grandes (i. e. > 10 kg), pueden requerir personal
numeroso, monitorear otros indicadores de bienestar, o aplicar suero u oxigeno.
En algunos de estos casos, el animal debe ser transportado a instalaciones ade-
cuadas para procedimientos complejos, e incluso ser confinado para su rehabili-
tacion posterior.

Marcaje y telemetria

Parte rutinaria al estimar abundancia bajo deteccidon imperfecta o registrar
el comportamiento individual, es la captura para el marcaje e identificacion de
los individuos. Existen marcas tanto permanentes y como corta duracién (Lane
& McDonald, 2010; Krebs, 2006; Wheater et al,, 2011; Lagos & Villalobos, 2012). Las
primeras permiten seguir individuos por periodos prolongados, pero suelen ser
mas invasivas. Por ello, las de corta duracién son preferibles en estudios breves.

Una marca permanente comun son las caravanas (i. e. aretes plasticos; Powell
& Proulx, 2003; Lagos & Villalobos, 2012). Se colocan rapidamente, perforando
el pabellon auditivo o pliegues de piel, por lo que pueden requerir s6lo inmo-
vilizacién fisica. Sin embargo, en muchos casos los animales deben ser sedados
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para reducir el estrés, o para realizar otra intervencién sobre ellos. El principio
de reduccién (Russell & Burch, 1959) hace éticamente recomendable extraer toda
la informacién posible de los individuos capturados para reducir el nimero de
capturas necesarias en el futuro, siempre que no comprometa su bienestar o la
seguridad del personal. Tras colocar las caravanas, el area afectada debe ser des-
infectada mediante povidona u otro tépico de uso externo. Las caravanas no
deben quedar demasiado ajustadas o flojas, ya que pueden afectar la circulacion
sanguinea o arrancarse al engancharse en la vegetacién o durante el acicala-
miento, respectivamente, produciéndose heridas y perdiéndose la informacién.
Segun el tamano pueden presentar un cédigo alfanumérico, de colores, y/o su-
perficies reflectantes para identificar el individuo incluso de noche. En especies
de mayor tamano, con caravanas visibles desde cierta distancia, la identificacién
posterior no requiere recaptura, sino su observacién o registro fotografico. Una
alternativa es el uso de collares, que pueden funcionar bien en mamiferos relati-
vamente grandes.

Otra marca permanente, los chips de identificacion (i. e. PIT: “passive inte-
grated transponder”; Powell & Proulx, 2003; Wheater et al.,, 2011), se han vuelto
frecuentes al disminuir su costo econémico. Se instalan debajo de la piel o intra-
peritonealmente, y emiten una sefal al ser excitados por el campo magnético
generado por un lector. Su instalacion puede hacerse mediante inyeccién con
jeringas especiales, o mediante una intervencién quirdrgica minima. Son utiles
para especies pequeias (e. g. mustélidos), y cuando no existen superficies ade-
cuadas para instalar caravanas (e. g. pabellones auditivos pequefos). En gene-
ral, requieren recapturar el animal para su identificacion posterior. Otra marca
permanente alternativa son los tatuajes mediante tincion o quema, con un ele-
mento caliente o mediante nitrogeno liquido, de superficies de piel expuesta.
Dependiendo de la especie y la superficie donde se realiza la marca, su revisién
puede requerir también la recaptura de los individuos. En macromamiferos no es
aceptable la amputacion (e. g. falanges) como técnica de marcaje.

Las marcas de corta duracién suelen involucrar el corte, afeitado, decolo-
racion, tincion o uso de pinturas no téxicas en porciones especificas del pelaje
(Powell & Proulx, 2003; Wheater et al., 2011; Lagos & Villalobos, 2012). Su duracién
estd determinada por el crecimiento y renovacidn de pelaje (o lavabilidad de la
pintura), abarcando desde pocos dias a una estacién del afo. Se utilizan cédi-
gos de coloracién, forma y posicidn de las marcas en el cuerpo para identificar
los individuos. Si son conspicuas, los individuos pueden identificarse mediante
observacion o fotografia; en caso contrario requerird su recaptura. Sin embargo,
la marca no debe afectar el desempefo normal de los individuos; marcas lla-
mativas y expuestas pueden reducir su mimetismo o afectar sus interacciones
sociales (e. g. reconocimiento, seleccién sexual). Ademas, el corte o rasurado del
pelaje sélo debe realizarse cuando no afecte su capacidad de termorregulacién
o aislamiento del agua.
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Los estudios de telemetria no sélo permiten identificar individuos, sino tam-
bién obtener informacién personalizada sobre su biologia, incluyendo patro-
nes de movimiento y actividad diaria, rango de hogar, distancia de dispersion y
desempenio fisiolégico (Fuller & Fuller, 2012; Lagos & Villalobos, 2012; Kays et al.,
2015, Wilmers et al.,, 2015). Los individuos son capturados, sedados y provistos de
un dispositivo que, en los casos mas simples, contiene un radiotransmisor (VHF,
UHF). Puede incluir ademas sensores de movimiento, fisiolégicos o ambientales,
acelerémetros, o un receptor GPS (Fuller & Fuller, 2012; Kays et al., 2015; Wilmers
et al, 2015). Como regla general, a mayor tamafio (y peso) del transmisor, mayor
es su potencia (i. e. distancia de deteccién), la duracién de la bateria, y la cantidad
de sensores que puede contener (i. e. informacién). Pero se recomienda que su
peso no supere el 3% del peso del animal (5% en casos excepcionales) para no
interferir con su desemperfio normal (Lagos & Villalobos, 2012). Afortunadamen-
te, en las ultimas décadas se ha avanzado mucho en la miniaturizacién de los
dispositivos (Kays et al., 2015; Wilmers et al., 2015).

Existen distintas formas sujetar los transmisores (Fuller & Fuller, 2012; Kays
etal., 2015), siendo la mas comun el uso de radiocollares. Estos se sujetan al cue-
llo del animal lo suficiente para minimizar su movimiento y abrasién sobre la
piel, y evitar que se enganche en la vegetacién o durante el acicalamiento, pero
no tanto como para impedir los cambios naturales en el diametro del cuello o
el crecimiento (en individuos jévenes). Algunas especies que son propensas a
perder el collar porque su cabeza y cuello muestran diametros similares (e. g.
mustélidos), requieren el uso de un arnés que rodee el tronco y las extremida-
des anteriores (Luengos-Vidal et al., 2016). Otra opcion, también recomendable
para especies acuaticas o fosoriales con rangos de hogar relativamente pequefio,
es la implantaciéon de un transmisor intraperitoneal pequefrio, de corto alcance.
Alternativamente, el transmisor puede sujetarse con un pegamento no toxico
directamente sobre el pelaje o la piel. Dependiendo del sistema de sujecién, los
transmisores pueden o no ser recuperados al final del estudio, y su recuperacion
puede requerir la recaptura del animal o disponer de algun mecanismo de libe-
racién automatica. La recuperacion siempre es recomendable para transmisores
dispuestos externamente, asi como evaluar sus efectos sobre el desemperio de
los individuos en condiciones naturales. Los implantes internos requieren tam-
bién consideraciones usuales en cualquier intervencion quirurgica menor (Wil-
mers et al., 2015).

La sefnal de transmisor es registrada utilizando una antena direccional que
emite un aviso sonoro cuya intensidad y/o frecuencia aumenta al ser apuntada
hacia la fuente (Fuller & Fuller, 2012; Lagos & Villalobos, 2012; Kays et al., 2015;
Wilmers et al., 2015). Al rastrear un nimero acotado de animales conspicuos, una
persona con una antena puede seguirlos hasta observarlos directamente, y mar-
car su posicion. Pero si los individuos son dificiles de observar, son numerosos, o
se estresan ante la presencia humana, debe recurrirse a su localizacién por trian-
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gulacién. Esto involucra detectar la direccién de la sefal de cada individuo (i. e.
frecuencia distintiva) desde al menos dos puntos, y luego utilizar calculos trigo-
nométricos bdsicos para determinar el punto donde las direcciones se intersec-
tan. [dealmente, debe hacerse simultdneamente en cada punto, incrementando-
se la precisién con el nimero de puntos de recepcion. Pero si se cuenta con un
Unico receptor, éste puede usarse desde dos puntos distintos si fuera razonable
suponer que los individuos rastreados no se movieran mucho durante el tiempo
que lleva al investigador trasladarse de un punto a otro, aunque las localizacio-
nes estimadas serdn menos precisas. Otros factores que inciden negativamente
en la precisién de la estimacion es la distancia del receptor al transmisor, la cer-
cania entre puntos de recepcién, y el relieve y la cobertura vegetal (i. e. relieves
guebrados y ambientes boscosos densos pueden disminuir la intensidad o des-
viar la direccion de la seial).

Finalmente, los dispositivos provistos de un receptor GPS almacenan la posi-
cién del individuo en intervalos preestablecidos de tiempo y, aunque mas caros
y de mayor tamano, disminuyen los costos logisticos del estudio al no requerir
personal permanentemente en el campo (Fuller & Fuller, 2012; Lagos & Villalobos,
2012; Kays et al., 2015). El tamaho de la bateria varia la duracién del dispositivo,
su potencia, y la frecuencia (detalle) maxima de registro, aunque para un dispo-
sitivo dado existe un compromiso entre estos tres pardmetros. Los mas grandes
pueden enviar la informacidon directamente al investigador en forma satelital, o a
través de drones o antenas de telefonia mévil (Lagos & Villalobos, 2012; Wilmers
et al., 2015), pero so6lo pueden ser sujetados a individuos también grandes. Los
mas pequenos pueden ser usados en especies mas pequenas, pero requieren su
recuperacidon mediante recaptura o liberacion automatica para obtener la infor-
macion guardada en su memoria interna.
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CAPITULO 14
Captura y manejo de micromamiferos en el campo

Diego Queirolo

Conceptos generales y procedimientos técnicos basicos para el estudio de pequefios
mamiferos en actividades de campo

La complejidad que significa llevar adelante una actividad en campo que con-
temple la captura de animales implica una planificacion muy cuidadosa. Deben
tomarse medidas previas, como la elaboracién del proyecto cientifico, incluyen-
do un presupuesto completo y un cronograma de ejecucion de las actividades a
realizar. Luego, los investigadores participantes deben conocer la legislacion que
reglamenta la colecta de especimenes de fauna silvestre en Uruguay, someter el
proyecto a la Comision de Etica en el Uso de Animales (CEUA), solicitar licencia de
capturay transporte para especies de fauna nativa y conocer los procedimientos
legales y éticos para la manipulacién y uso de los micromamiferos.

Sumado a lo anterior, es necesario conocer el drea donde se desarrollard el
estudio, no solo por su accesibilidad geografica y logistica, sino también para
identificar potenciales riesgos de infeccidon con patdgenos locales, para los cua-
les la inmunizacion de los profesionales involucrados debe ser la adecuada (por
ejemplo, tétanos, hepatitis virales, rabia, etc.). Por otro lado, deben conocerse los
mecanismos comunes de exposicién a agentes de riesgo, como puede ser la ino-
culacion directa por agujas, contaminacién por cortes o heridas preexistentes,
contaminacién por instrumentos y agresion animal. Lo mismo para el contacto
de membranas mucosas de ojos, boca o narinas con elementos liquidos comu-
nes en el proceso de manipulaciéon animal, manos y superficies contaminadas,
asi como contusiones o cortes efectuados durante el manejo de las trampas de
captura (Penna et al., 2010). Por ultimo, utilizar correctamente los equipos de pro-
teccion individual, tanto los del dia a dia del trabajo a campo (ropas y calzados
adecuados), como los necesarios durante la manipulacién directa de microma-
miferos (Penna et al., 2010).

1 Centro Universitario Regional Noreste, UdelaR. Uruguay - dqueirolo@cur.edu.uy
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La elecciéon de la técnica de captura, cantidades y tipos o modelos de tram-
pas de captura, su disposicion, etc., dependera de los objetivos propuestos en
el proyecto. Al mismo tiempo, también estaran supeditados al presupuesto dis-
ponible y a la logistica en campo, tanto por la accesibilidad al area de estudio,
como a la cantidad de investigadores participantes en la ejecucién del proyecto
de estudio. Por tal motivo deben seguirse recomendaciones y sugerencias exis-
tentes en trabajos cientificos y libros que tratan especificamente sobre métodos
de muestreo en mamiferos (Wilson et al., 1996; Hoffmann et al., 2010; Reis et al.,
2010) o, concretamente, en micromamiferos como roedores y marsupiales (Mills
et al,, 1998; Auricchio & Salomao, 2002; Gurnell & Flowerdew, 2006; Romero-Al-
maraz et al., 2007; Caceres et al., 2010).

En la actualidad se utilizan técnicas de captura viva de micromamiferos,
basicamente mediante trampas de alambre tipo jaula (de la marca Tomahawk,
por ejemplo) o de aluminio tipo caja (de la marca Sherman) y trampas de caida
(pit-fall). Las dos primeras pueden ser dispuestas en transectos o grillas, en gene-
ral con estaciones de muestreo conformadas por una o mas trampas de distintos
tamanos o dispuestas en distintos niveles del estrato vegetal, por ejemplo, una
en el suelo y otra en la rama de un arbol (Fig. 1). Entre estaciones, las distancias
suelen oscilar entre los diez y veinte metros, en un total de estaciones de entre
diez y quince para los transectos (transectos de 150 o 350 metros de longitud) y
de 25 hasta 100 o 120 en las grillas (grillas que pueden tener 200 hectareas de
superficie) (Fig. 2).

Figura 1. Trampas
de captura viva de
micromamiferos ins-
taladas en campo.
A. trampa de alam-
bre, tipo jaula, ins-
talada en el piso
dentro del monte.
B. trampas de alu-
minio, tipo caja, de
distinto tamafio ins-
taladas en el piso
dentro del monte.
C. trampa jaula acti-
va, instalada a lo lar-
go de un transecto
en un pastizal.
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Figura 2. Disefio de muestreo sefialando la disposicion de las trampas de captura viva, jaulas o cajas,
en grilla o transecto. Se indica en detalle las estaciones de trampeo (que pueden tener una 0 mas
trampas) y la distancia entre ellas.

Para las trampas de caida (baldes enterrados en el suelo de por lo menos 60
litros de capacidad) (Fig. 3) la dispocicion es mas variable, en general se utilizan
agrupadas de a cuatro en linea, conectadas por un vallado (tejido o lona gruesa
de 50 cm de altura) o dispuestas en forma de estrella, con una central y tres en
las puntas, también conectadas por un vallado (Fig. 4). Los muestreos pueden ser
variables en el tiempo, dependiendo de las preguntas a contestar. Si se pretende,
por ejemplo, cubrir un ciclo reproductivo de pequeiios roedores (generalmente
de 16 a 18 meses), se debe muestrear a lo largo de dos afios con las trampas
dispuestas en campo, activas durante por lo menos tres noches mensuales con-
secutivas. Debemos tener en cuenta que el éxito de captura, es decir, el nUmero
de trampas en las cuales aparecen capturados micromamiferos es de aproxima-
damente entre 5y 7% para las del tipo jaula y caja.
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Figura 3. Trampas de caida para micromamiferos. A. balde de 60 litros enterrado con vallado de lona
negra a ambos lados. B. balde de 60 litros enterrado con vallado de tejido verde. C. transecto de tram-
pas de caida, donde se ubican los baldes enterrados y el vallado de tejido verde.

Lona
Balde

Figura 4. Disposicién de trampas
de caida. Agrupadas en lineas con
cuatro baldes y vallado, mostrando
tres maneras de colocar los baldes
en relacion al vallado y una estrella,
con un balde central y tres en las
puntas, unidos por un vallado.
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En las trampas de caida, los micromamiferos son capturados porque el valla-
do les corta el paso y a su vez los guia hasta los baldes dispuestos en ambos ex-
tremos (Fig. 5). Por otro lado, en el caso de las trampas de jaula o de caja, un item
muy importante es el cebo atrayente o carnada. El atrayente esta compuesto por
una mezcla de productos que libera un olor atractivo que atrae tanto a roedo-
res como a marsupiales con diversos habitos alimentares (granivoros, frugivoros,
insectivoros, carnivoros u omnivoros). Un atrayente de mucha efectividad es la
mezcla compuesta por: sardina en conserva, vainilla, banana, harina de maiz y
pasta de mani.

Figura 5. Muestreo con trampas de caida. A. roedor capturado dentro del balde. B. actividad de revi-
sion y control por parte del equipo de trabajo.
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Lo expuesto anteriormente se aplica en general a la mayoria de los estudios
con micromamiferos, pero existen excepciones en funcion de los objetivos de
cada proyecto, los habitos o los ambientes de las especies, que pueden requerir
trampas o disefio de muestreo especificos. Ejemplos de estas condiciones parti-
culares, pueden ser los roedores herbivoros (que pueden ser capturados en tram-
pas de caida, pero dificilmente en las demas) o los roedores como los tuco-tuco
(Ctenomys spp.), que por sus habitos subterraneos pueden requerir trampas de
captura especificas.

Los individuos capturados deben ser transportados a un local adecuado (la-
boratorio de campo) donde se les realizaran todos los procedimientos de colecta
de datos y muestras. Si bien en algunas situaciones se puede trabajar en el lugar
de captura, en otras eso no es posible. En estos casos durante el transporte y el
periodo de espera el animal debe ser mantenido en un lugar seguro, protegido
del soly la lluvia y con ventilacién natural.

Para aumentar la eficiencia del registro y toma de muestras es conveniente
dividir las distintas tareas (anestesiar, pesar, medir, sacrificar, colectar tejido, ta-
xidermizar, registrar datos en planilla, descontaminar, etc.) entre los integrantes
del equipo de trabajo. Para evitar inconvenientes, todos los materiales necesarios
para realizar correctamente el procedimiento deben estar préximos a la mesa de
trabajo, en cantidades minimas y suficientes.

Procedimientos legales para el estudio de pequeios mamiferos
en actividades de campo

La fauna silvestre en Uruguay esta protegida por la Ley de Fauna del 4 de
julio de 1935 y su reglamentacion del 2 de mayo de 1996 (Ley n° 9.481 y Decreto
164/996, respectivamente), en la cual estan incluidas todas las especies de micro-
mamiferos silvestres. Por tal motivo, las actividades de colecta de especimenesy
muestras biologicas de vertebrados silvestres en Uruguay estan reglamentadas
desde el aiio 1996. En dicho decreto, se define en el articulo 2 a la caza cientifica
o con fines educativos como: “...la accién licita de capturar o abatir, mediante
formas autorizadas, ejemplares de especies de la fauna silvestre, con destino a
museos, zooldgicos, proyectos de investigacion, acciones educativas o de divul-
gaciéon”. Mas adelante, en el primer parrafo del articulo 14 se menciona: “Facul-
tase a la Direccién de Areas Protegidas y Fauna de la Direccién General de Re-
cursos Naturales Renovables, a emitir permisos de caza o colecta cientifica, por
resolucion fundada en informe técnico, ante solicitud expresa de instituciones de
cardcter cientifico o educativo”, indicando el érgano publico competente encar-
gado de emitir las autorizaciones necesarias para capturar, manipular, sacrificar o
transportar los ejemplares de micromamiferos silvestres a ser estudiados.
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Recientemente, en el articulo 153 de la ley 18.834 del 17 de noviembre de
2011, se dispone el traspaso de funciones de la Division Areas Protegidas y Fauna
desde el Ministerio de Ganaderia, Agricultura y Pesca al Ministerio de Vivienda,
Ordenamiento Territorial y Medio Ambiente, concretamente a la Direccién Na-
cional de Medio Ambiente, complementando al final del articulo con lo siguien-
te: .. .Transfiérense los créditos, personal y puestos de trabajo correspondientes,
asi como las atribuciones para el cumplimiento de sus fines, en la forma que es-
tablezca la reglamentacién”. Dicha disposicién se concreté a partir de agosto del
2015, siendo actualmente la DINAMA el 6rgano publico competente que tiene
entre sus cometidos realizar las actividades de fiscalizacion del uso permitido de
la fauna silvestre, de acuerdo a las normas legales vigentes.

Al mismo tiempo, todo proyecto que implique captura de micromamiferos
debe someterse a la aprobacion por parte de la Comisién de Etica en el Uso de
Animales (CEUA) de la institucion responsable del proyecto, de acuerdo a la ley n°
18.611 del 21 de octubre de 2009 (Ley sobre Utilizacion de animales en activida-
des de experimentacion, docencia e investigacion cientifica). Para aquellos que
pertenezcan a la Universidad de la Republica (UdelaR) o realicen sus proyectos de
investigacion bajo la responsabilidad institucional de la UdelaR, deben presentar
su proyecto para evaluacién a la Comisidon Honoraria de Experimentacién Animal
(CHEA), dependiente de la Comisién Sectorial de Investigacion Cientifica (CSIC),
que emitira un parecer luego de la evaluacion por parte del CEUA del servicio de
referencia responsable. Dicho procedimiento estd regido por la ordenanza sobre
Uso de Animales en Experimentacién, Docencia e Investigacion Universitaria.

En resumen, los procesos legales necesarios para la realizacion del trabajo
de campo que impliquen captura y/o colecta de micromamiferos silvestres en
Uruguay, deben tener en cuenta, como orientacion practica, que necesitan de
licencia para captura y colecta emitida por la DINAMA y la aprobacién del pro-
yecto por parte del CEUA del servicio, para obtener el permiso de la CHEA. Pode-
mos agregar también la necesidad de un aval emitido por el Sistema Nacional de
Areas Protegidas (SNAP), dependiente de la DINAMA, para aquellos estudios que
se realicen dentro de alguna de las areas protegidas incluidas dentro del Sistema.

Riesgos bioldgicos y bioseguridad en actividades de campo

Dominar los contenidos y conocimientos sobre aspectos relacionados con la
bioseguridad, primeros auxilios, legislacién y ética para el estudio con animales,
es de suma importancia para todos aquellos que trabajan con zoonosis, ejecu-
tan actividades asociadas con animales en campo o en laboratorio, trabajan con
taxonomia de pequerios vertebrados silvestres y profesionales en general que
necesitan de conocimientos que van mas alla de los procedimientos basicos de
captura y manipulacién de micromamiferos. En actividades de investigacion y
vigilancia epidemioldgica, en las cuales los profesionales estdn permanentemen-
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te expuestos al riesgo de infeccién con bacterias, virus y otros parasitos trans-
mitidos por pequefos mamiferos, la informacién y capacitacion permanente de
trabajadores, investigadores, estudiantes y personal técnico vinculados a esas
actividades durante el trabajo de campo tiene que ser parte de una estrategia
institucional. Los roedores son reservorios naturales de agentes causales de en-
fermedades con diferente grado de riesgo (Gémez Villafarie et al., 2005). Los or-
ganismos patégenos son eliminados al medio ambiente a través de secreciones
y/o excreciones, pudiendo el hombre infectarse, ya sea en forma directa a través
de la piel o mucosas, o indirectamente, por entrar en contacto con agua o ali-
mentos contaminados.

Luego de identificado el sindrome pulmonar por hantavirus, hace casi tres
décadas, se estipularon nuevos procedimientos basicos de seguridad en campo
para los profesionales que trabajan con micromamiferos, entre otros animales
(Mills et al., 1995 y 1998; OPS, 1999). Frente al riesgo potencial que implica para
la salud humana el contacto directo o indirecto con roedores, los investigadores
deben seguir algunas reglas basicas que implican conocer bien la biologia del
animal que va a ser utilizado o manejado, no manipular especimenes sin tener
la calificacién adecuada, utilizar equipamiento protector compuesto por tunicas
con punos de elastico, guantes de latex, lentes protectores con visor de policar-
bonato, ajuste facial y respirador (Mills et al., 1995; Penna et al., 2010). En la pre-
paracion de especimenes para colecciones cientificas de referencia o para fijary
conservar muestras, el investigador puede tener contacto también con distintos
agentes quimicos, por lo que deben tomarse medidas adecuadas recomendadas
para el tratamiento con este tipo de sustancias.

Guias como las desarrolladas por la American Society of Mammalogists (ASM
- Sociedad Americana de Mastozodlogos) (Sikes et al., 2011) y el Australian Na-
tional Health and Medical Research Council (Consejo Nacional Australiano sobre
Investigacion en Salud y Medicina) (NHMRC, 2013) proporcionan asesoramiento
en el uso ético de animales en ensefianza e investigacién. Aunque uno de los ob-
jetivos de tales guias es reducir el impacto de la manipulacién en animales, hay
circunstancias donde individuos tienen que ser sacrificados. Bajo condiciones de
laboratorio o en dreas urbanas con acceso a asistencia veterinaria, el equipamien-
to necesario para la eutanasia puede estar facilmente disponible. Sin embargo,
es posible que bidlogos que trabajan en campo, encargados de investigaciones
qgue impliquen captura y liberacién de animales, deban lidiar solos con estas si-
tuaciones (Reilly, 2001). Los métodos de eutanasia disponibles para biélogos de
campo pueden estar limitados legalmente debido a restricciones de las licencias
de posesién y administracién de drogas como barbituricos o anestésicos. Los
métodos fisicos de eutanasia como trauma contundente o dislocacién cervical
requieren cierto grado de practica y confianza para realizarlos efectivamente y
son dificiles de efectuar si el animal se estd debatiendo. Recomendaciones de-
sarrolladas por la ASM (Sikes et al., 2011) determinan que los animales deben ser
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inmovilizados mediante el uso de anestésicos antes de aplicar procedimientos
de eutanasia con la intencién de reducir el riesgo de dafio, tanto al animal como
al manipulador.

Contencidn quimica de pequefios mamiferos silvestres

Los investigadores, docentes, técnicos y estudiantes que realizan activida-
des en campos con micromamiferos, deben adoptar el mismo principio aplicado
a animales de laboratorio, por el que deben cuidar a aquellos que estan bajo su
responsabilidad para evitar estrés, dolor y sufrimiento. En tal sentido, quienes
trabajan en el campo deben adoptar medidas de protecciéon que ofrezcan ga-
rantias al buen cumplimiento de los principios de bienestar animal y respeto a
los parametros éticos, con el objetivo de eliminar cualquier tipo de experiencia
capaz de causar sufrimiento y, en situaciones donde la eutanasia sea necesaria,
proporcionar una muerte rapida e indolora.

La manipulaciéon y manejo de animales silvestres capturados en campo,
debe realizarse luego de un proceso previo de sedacidn, analgesia o anestesia.
A pesar de la existencia de protocolos anestésicos que pueden utilizarse en la
contencién quimica de animales domésticos y de laboratorio (FIOCRUZ, 2008;
NHMC, 2013), para determinadas especies de vertebrados silvestres, especial-
mente micromamiferos, poca o casi ninguna informacién sobre protocolos anes-
tésicos especificos esta disponible en la literatura cientifica (Pachaly & Brito, 2001;
Sikes et al., 2011). Dichos protocolos pueden ser establecidos por extrapolacion
alométrica con base en la experiencia de campo de profesionales que capturan
y manipulan pequenos mamiferos silvestres (Heard, 2007). La ketamina, en es-
pecial, es un analgésico que, en el contexto de los principios éticos, produce una
analgesia suficiente, pero sin relajacion muscular, para realizar procedimientos
como la obtencién de datos de biometria, extraccion de ectopardsitos o marca-
je del animal. En casos de anestesia mas profunda, la asociaciéon con el sedante
miorelajante xilacina puede ayudar, aunque esta asociaciéon no es recomendable
para pequenos roedores y si para animales de mayor peso corporal, como coma-
drejas (Didelphis albiventris) o roedores de mayor porte.

La extrapolacién alométrica es una técnica que reconoce que la duracién y
el efecto del analgésico dependen de la tasa metabdlica del animal, es decir, la
cantidad de energia consumida por el metabolismo de un determinado animal
por unidad de tiempo. Como esta tasa es muy variable, por distintas situaciones
normales dependientes del estado fisioldgico de cada individuo, se utiliza el va-
lor de tasa metabdlica basal, medida en kilocalorias por dia. Por tanto, podemos
obtener valores promedio de dosis de farmaco en cada clase de peso, conside-
rando que la ketamina es dosis dependiente. De acuerdo a los valores sugeridos
por Heard (2007), si consideramos un roedor sigmodontino de 23 g deberiamos
aplicar un volumen de ketamina de 0,02 ml, lo cual implica una gran dificultad
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en el momento de medir con precisién la cantidad exacta de la dosis a ser sumi-
nistrada. Por este motivo, para anestesiar animales de menos de 100 g de peso
debemos diluir el anestésico en agua destilada estéril (no en suero fisiolégico
que puede alterar la propiedad del anestésico), por ejemplo, al diluir ketamina
5% disuelta en 1:10 se obtiene ketamina 0,5%. En el ejemplo del roedor sigmo-
dontino, deberiamos aplicar un volumen de 0,2 ml, perfectamente controlable
en una jeringa de insulina y adecuado al tamafo del animal. Dichas soluciones
tienen que estar almacenadas en frascos estériles y, si fuera posible, en condicio-
nes refrigeradas.

En caso de eutanasia la muerte del animal debera ocurrir con un minimo
de sufrimiento fisico o mental, con ausencia o reduccion maxima de molestia,
de dolor, de ansiedad y de miedo, seguidos por una inconsciencia inmediata y
subsecuente muerte, ademas, el investigador tiene que tener las condiciones ne-
cesarias como para ejecutar el procedimiento con seguridad (Reilly, 2001). Técni-
cas de eutanasia que no cumplan con estos requisitos tienen que ser prohibidas
o evitadas al maximo (CFMV, 2012). Para la eutanasia de pequefnos vertebrados
silvestres, especialmente roedores y marsupiales, se recomienda que los inves-
tigadores utilicen los protocolos de anestesia duplicando o triplicando la dosis
indicada. El procedimiento se puede completar con la inyeccion de cloruro de
potasio por via intravenosa o intracardiaca (Reilly, 2001; CFMV, 2012; AVMA, 2013).
Por ultimo, ademas del conocimiento técnico y del cumplimiento previo con los
protocolos exigidos por los distintos organismos publicos reguladores, los profe-
sionales tienen que estar preparados para reconocer la molestia, el dolor, el mie-
do y la ansiedad de los animales durante la contencién forzada y necesaria que
puede ocurrir durante la manipulacién y manejo de los pequefios mamiferos.
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CAPITULO 15

Métodos alternativos para el estudio de mamiferos en campo:
métodos directos e indirectos

Ariel Farias'?

Para un apropiado estudio de mamiferos en campo debe adoptarse el uso
de técnicas que brinden la informacién necesaria con el menor compromiso para
el bienestar animal, como lo indica el principio de refinamiento, tercera de las tres
erres de Russell & Burch 1959. La captura de individuos entrega gran cantidad de
informacion, pero con altos niveles de estrés y riesgo para la salud de los indi-
viduos y del personal involucrado (Prolux et al., 2012). Por ello, deben preferirse
técnicas alternativas para obtener la informacién necesaria cuando estén dispo-
nibles. En esta seccion se revisan brevemente las principales técnicas no invasivas
disponibles para el estudio de la abundancia y distribucion de mamiferos en el
campo, con énfasis especial en carnivoros (Orden Carnivora). En general, pueden
dividirse en métodos directos, si involucran la observacion (o escucha) de los or-
ganismos, e indirectos, si se basan en el registro de indicios de su presencia o ac-
tividad, y en activos o pasivos, dependiendo de si requieren que se intervenga el
medio o no para obtener dicho registro (Krebs, 2006; Wheater et al., 2011; Lagos
& Villalobos, 2012). Existe un compromiso entre robustez (precisién, exactitud)
de la informacién obtenida y costo logistico, siendo ambos usualmente mayores
para métodos directos y activos. Asi, la captura es un caso extremo de método
directo y activo, brindando gran cantidad de informacién, con un costo logistico
muy alto, y con implicaciones importantes para el bienestar animal.

Métodos Indirectos

Uno de los métodos indirectos mas comunes para cuantificar la presencia
o actividad relativa de una especie es el registro huellas. Puede hacerse pasi-

1 Departamento de Ecologia y Gestidn Ambiental, CURE, Maldonado, UdelaR. Uruguay.

2 Centro de Ecologia Aplicada y Sustentabilidad (CAPES), Pontificia Universidad Catdlica de
Chile, Chile - ariel.farias@cure.edu.uy
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vamente, registrando todos los rastros observados sobre el sustrato natural, y
estandarizando luego por unidad de longitud o superficie recorrida (Krebs, 2006;
Wheater et al,, 2011; Lagos & Villalobos, 2012). Estas estimaciones dependeran de
la disponibilidad de sustratos aptos para el registro (e. g. arena fina), y pueden
producir sesgos al comparar condiciones ambientales diferentes. Recientemente
se han desarrollado técnicas de modelamiento estadistico que permiten tener
en cuenta sesgos de deteccién y obtener estimadores de pardmetros poblacio-
nales especificos (e. g. Gopalaswamy et al., 2012).

Las estaciones de registro de huellas constituyen un método activo alternati-
VO que permite mayor estandarizacién del registro y control de los sesgos asocia-
dos a diferencias en detectabilidad (Lagos & Villalobos, 2012; Fig. 1). Consisten en
una superficie limpia, generalmente circular, y cubierta de arena fina o cal tami-
zaday alisada, con un cebo o sefiuelo en el centro (Fig. 1a-b). Se visitan periddica-
mente registrando los rastros dejados por los individuos atraidos, estandarizan-
do luego la cantidad de registros por el nimero de noches y estaciones activas.
Este tipo de metodologia es apto para el estudio mamiferos medianos a grandes,
pero es sensible a las precipitaciones y el viento, y no brinda buenos registros de
individuos pequenos. Para estos Ultimos se utilizan placas entintadas, ahumadas
o cubiertas con un polvo fino (e. g. talco). En el primer caso se pone papel blanco
a cada lado donde se imprimen las huellas tras pisar la superficie entintada (e. g.
Wheater et al., 2011; Fig. 4, abajo). En los otros, las huellas se marcan directamente
sobre la superficie ahumada o empolvada. Estos dispositivos se colocan dentro
de una caja o tubo de metal, madera o PVC, que los protege de la lluvia, el viento
y residuos. Son poco efectivos para individuos con aversién a espacios cerrados,
pero puede proveerse de cebo para facilitar su ingreso, o ubicarse en senderos
o galerias. Instalados en ramas horizontales gruesas puede brindar informacion
sobre especies arboricolas. El registro pasivo o activo de huellas posee un costo
logistico relativamente bajo y puede ser aplicado sobre grandes areas. Si bien
permite discriminar entre especies, normalmente no es util para identificar indi-
viduos, y no brinda estimadores confiables de abundancia absoluta.
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Figura 1. Dispositivos para el registro estandarizado de huellas. A) Representacion esquematica de un
huellero (i. e. estacion de registro de huellas) abierto (arriba) y uno cerrado (abajo). B) Instalacién de
un huellero abierto con alumnos del curso “Uso y manejo de animales no tradicionales en investigacion”
(CHEA, noviembre 2017). Nétese que la superficie se cubre con una capa de polvo fino (tierra de color)
alisada, y en el centro se dispone el cebo (i. e. atin en aceite). C-D) Dispositivos combinados, confor-
mados por un huellero de barro y trampas abiertas de pelos construidas con fragmentos de velcro y
viruta metélica adosados a superficies naturales como (C) troncos y (D) raices entorno al cebo (i. e. pollo
crudo y orina de lince). E) Aunque el barro constituye una superficie subdptima para el registro de
huellas debido a las deformaciones que suele causar en los rastros, puede brindar registros adecuados
si es revisado con frecuencia, y el animal permanece en él un tiempo prolongado, dejando numerosas
huellas. En la imagen, huellas de guigha (Leopardus guigna).

El conteo pasivo de heces (Fig. 2a) sobre una superficie conocida, también
brinda informacion sobre presencia o actividad relativa (e. g. Krebs, 2006; Lagos
& Villalobos, 2012). Su precision aumenta si previamente se limpia de heces el
area a prospectar, y se registra el nimero de nuevas heces durante un tiempo
definido. Esto puede combinarse luego con informacién sobre tasa de defeca-
cion individual y patrén de distribucion espacial (e. g. agregado, aleatorio) para
obtener estimaciones gruesas de abundancia (e. g. Novaro et al., 1992; Webbon et
al., 2004). Una forma de incrementar la eficiencia en la deteccion de heces en el
ambiente es usar perros de deteccion, los que han demostrado ser mas eficientes
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gue la mayoria de las técnicas disponibles para la prospeccidn de especies raras
o cripticas (Long et al., 2007; Kelly et al., 2012; DeMatteo et al., 2014). Ademas, el
andlisis de heces en laboratorio (Fig. 2b-c) brinda informacién ecolégica de la
especie de interés (e. g. dieta), comparando restos diagnédsticos no digeridos (e. g.
dientes, huesos, pelos, plumas; Fig. 2d-e) con claves o material de referencia (Kla-
re et al, 2011; Lagos & Villalobos, 2012; Wachter et al.,, 2012). Sin embargo, a pesar
de su bajo costo logistico, la identificacidn certera de las heces a nivel especifico
suele ser problemdtica, y su tasa de degradacién puede variar entre ambientes,
estaciones del afo y dependiendo de la dieta, sesgando las estimaciones de
abundancia u ocurrencia relativa.

Otra fuente de informacién importante para especies poco conspicuas es la
colecta pasiva de pelos en estructuras como vegetacion o alambrados, o activa
mediante la instalacion de trampas de pelos (Krebs, 2006; Wheater et al., 2011;
Kelly et al., 2012; Lagos & Villalobos, 2012). Existe gran variedad de estas ultimas;
las mas usadas consisten en un tubo de malla metdlica o PVC ubicado sobre un
sendero frecuentado y/o provisto de un cebo, con un peine metalico o una su-
perficie pegajosa en el interior del techo que captura los pelos de guarda del
lomo cuando un animal ingresa (Krebs, 2006; Wheater et al,, 2011; Lagos & Vi-
llalobos, 2012; Barja et al., 2016). Una opcidn, para especies reticentes a ingresar
en espacios cerrados es fijar cepillos metalicos, fragmentos de alfombra dura o
cintas adhesivas fuertes sobre superficies naturales (e. g. troncos, rocas, raices;
Fig. 1c-e) en torno a un cebo, o rociadas con esencias. Esto ultimo funciona parti-
cularmente bien con especies cuyo comportamiento territorial involucra frotarse
sobre superficies marcadas por otros, como algunos félidos. La coloracién, pa-
trén de escamas (Fig. 2e) y estructura medular de los pelos colectados pueden
analizarse bajo el microscopio y compararse con claves o material de referencia
para identificar la especie de origen.

Recientemente se han desarrollado y perfeccionado técnicas de extraccion,
amplificacién y secuenciacién del ADN de células epiteliales del intestino presen-
tes en las heces, o de foliculos pilosos presentes en la base de pelos colectados
(Kelly et al., 2012; DeMatteo et al.,, 2014). Estas técnicas permiten determinar cer-
teramente no sélo la especie de origen, sino discriminar frecuentemente entre
individuos, y puede usarse con técnicas de marcaje-recaptura para estimar tama-
Aos poblacionales absolutos.
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Figura 2. Procesamiento de heces para andlisis de dieta. A) Hez de carnivoro. B) Tamizado en agua
del material previamente disgregado para aislar los elementos diagndsticos no digeridos. C) Separa-
cién y clasificacion de los elementos diagndsticos. En todo el proceso es de gran relevancia mantener
medidas minimas de bioseguridad, como el uso de guantes de latex y mascarillas, ya que las heces
son fuente potencial de parasitos y enfermedades. D) Ejemplo de material diagnéstico clasificado,
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observandose dientes y huesos de micromamiferos, pelos y material vegetal. E) Preparados miscrocé-
picos de la impronta de pelos guardianes sobre superficies traslicidas, utilizadas en la identificacién
de presas en las heces, o para identificar especies a partir de material colectado en trampas de pelo.

Métodos directos alternativos a la captura

Entre los métodos directos alternativos a la captura se encuentran opciones
pasivas, como las prospecciones visuales a lo largo de transectos o en puntos de
conteo, donde se registran los individuos observados en una superficie o lapso
determinados. Si se registra la distancia de cada animal, se pueden utilizar mode-
los estadisticos para estimar abundancias absolutas, suponiendo algun tipo de
kernel de disminucién de la probabilidad de deteccién con la distancia (Thomas
et al., 2010; Miller et al., 2013). Esta técnica es efectiva con especies medianas a
grandes y conspicuas, principalmente diurnas, aunque existen buenas experien-
cias para especies nocturnas de facil deteccién utilizando reflectores potentes.
Para especies que vocalizan frecuentemente (e. g. cdnidos en etapa reproducti-
va), el registro pasivo de vocalizaciones, o su incitacion activa mediante la repro-
duccién de grabaciones, representan otra opcion. Sin embargo, estas técnicas
no son eficientes para especies pequenas, cripticas o que se vean inhibidas por
la presencia humana, o en areas de vegetacidén densa, y pueden generar cierto
disturbio o estrés en especies territoriales o en sus presas.

El perfeccionamiento y miniaturizacién de las cdmaras digitales, y su marca-
da reducciéon de costos, ha propiciado un incremento en el uso de dispositivos
automaticos de registro, siendo las trampa-camaras los mas usados para la pros-
peccién de mamiferos (Burton et al., 2015; Caravaggi et al., 2017; Wearn & Glo-
ver-Kapfer, 2017). Estos estan conformados por una camara digital conectada a
un censor de movimiento, el cual dispara el registro fotografico o de video cuan-
do un animal pasa frente al drea de deteccion (Fig. 3). De esta manera, los regis-
tros obtenidos brindan informacion sobre parametros poblacionales, interaccio-
nes, comportamiento y diversidad de especies de porte mediano a grande (Kelly
etal., 2012; Rowcliffe et al., 2014; 2016; Tobler et al., 2015; Cusack et al., 2017; Wearn
& Glover-Kapfer, 2017). Las camaras almacenan la informacién en una tarjeta de
memoria, cuya capacidad, asi como la eficiencia energética y duraciéon de las ba-
terias en el campo, se incrementan dia a dia. No es raro en la actualidad encon-
trar cdmaras que en condiciones normales permanezcan activas por mas de seis
meses y sean capaces de almacenar decenas de miles de fotografias. En general,
los dispositivos estan provistos de un drea de comando que permite personalizar
opciones como el nimero de disparos fotograficos tras una deteccién, la resolu-
cion de las fotografias, la longitud de los videos, o la impresién de informacion
accesoria en la imagen como hora y fecha, variables ambientales, etc. Algunas
permiten también programar disparos en horarios predeterminados y registrar
sonido en los videos (Hamel et al., 2013; Wearn & Glover-Kapfer, 2017). Dado que
la mayoria de las especies de interés son nocturnas o crepusculares, la obtencién
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de registros adecuados con poca luz es fundamental. Para ello existen opciones
con flash visible, infrarrojo, e infrarrojo de bajo brillo (“no-glow”); mientras la ca-
lidad de laimagen disminuye en ese orden, también lo hace la detectabilidad de
la cdmara y el disturbio o estrés generado sobre los animales.

La trampa-camara debe sujetarse a un arbol, poste o estaca frente a un area
que permita una buena visibilidad o un sendero, registrando pasivamente los in-
dividuos que pasan, o activamente aquellos atraidos a un cebo ubicado al frente.
Las tasas de registro de algunas especies se incrementan notoriamente al utilizar
cebos, lo cual es particularmente util para el estudio de especies cripticas o en
baja densidad, o inventarios de biodiversidad (Hamel et al,, 2013; du Preez et al.,
2014), pero estos también pueden sesgar las estimaciones de uso de habitat y
densidad al atraer individuos distantes, o alterar su comportamiento. No deben
colocarse muy lejos ni muy cerca de la cdmara, ya que los individuos atraidos
pueden quedar fuera del rango de deteccién o las fotografias pueden mostrar
sobreexposicion y abarcar sélo una porcion del animal, respectivamente. El an-
gulo de registros de la cdmara no suele coincidir con el de deteccion (Fig. 3a-c).
Si éste ultimo es muy amplio, puede generar disparos sin registro fotografico (en
falso) de individuos por fuera del angulo de registro; si es muy estrecho, puede
generar fotografias tardias y parciales. Lo éptimo en estos casos es que el an-
gulo de deteccion del censor sea levemente mayor al de registro de la cdmara
(Fig. 3c). Es aconsejable en algunos casos colocar dos o tres cebos distribuidos
dentro del campo de registro de la cdmara para incrementar la permanencia del
animal al recorrerlos, o colocar dos cdmaras apuntando desde distintos angulos
(no enfrentadas), mejorando asi el registro (Fig. 3d-e). Es importante cuidar que
no existan ramas o hierbas dentro del angulo de deteccion que puedan generar
disparos en falso al ser movidas por el viento. Del mismo modo, no es aconse-
jable instalar cdmaras que enfocan hacia areas abiertas o el horizonte ya que
pueden ser disparadas multiples veces al cambiar el angulo del sol. La altura de
fijacion dependera del tamario de las especies de interés y del relieve frente a la
camara, pero 30 a 40 cm frente a una superficie plana suele ser adecuado para
mamiferos medianos (Fig. 3f).
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Figura 3. Esquema indicando factores que limitan o mejoran la calidad de los registros obtenidos
mediante trampas-camara. A-C) Distintos escenarios de relacion entre el drea cubierta por el sensor
de movimiento y el lente que realiza el registro. A) El drea de registro es muy superior a la de detec-
cién, dando lugar a ausencia de disparos en presencia de individuos en el drea de registro (casos b y
d), asi como disparos muy retrasados que fallan en registrar en forma completa el animal (caso a). B)
El drea de registro es muy inferior a la de deteccién, produciéndose disparos cuando el individuo se
encuentra total o parcialmente fuera del area de registro. C) Situacién ideal donde el drea de detec-
cién supera levemente la de registro, garantizando una proporcion elevada de registros adecuados y
completos. Nétese que normalmente, incluso en el mejor de los escenarios, no se registran individuos
que, aungue se encuentran dentro del area de registro efectivo de la cdmara, se ubican mas alla del
alcance del sensor de movimiento (caso d). D-E) Técnicas para incrementar la calidad de los registros,
(D) localizando dos cdmaras en forma oblicua a un sendero o drea transitada (muestreo pasivo), o (E)
ubicar dos o0 mds puntos de cebado en el drea de registro, promoviendo una mayor permanencia y
exposicion de los individuos frente a la cdmara (muestreo activo). F) Elementos minimos e instalacion
de una trampa-cémara (modelo Bushnell Trophy Cam); la altura escogida para fijarla al tronco (ca. 40-
50 cm) es adecuada para la deteccién de mamiferos medianos a grandes.

Si los individuos muestran marcas distinguibles a simple vista (e. g. patrones
de manchas, cicatrices), estos métodos directos permiten el uso de técnicas de
marcaje-recaptura para la estimacion de abundancia poblacional sin necesidad
de capturas (e. g. Kelly et al., 2008; Goswami et al., 2012; Kelly et al., 2012; Wearn &
Glover-Kapfer, 2017). Alternativamente, los modelos de encuentro aleatorio pue-
den brindar informacion sobre abundancia absoluta de individuos sin necesi-
dad de que estos posean marcas distinguibles si se posee informacién accesoria
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sobre su velocidad y patrones de movimiento (Rowcliffe et al,, 2008; Zero et al.,
2013). En caso contrario, sélo permiten obtener indices de actividad relativa (e.
g. Rovero & Marshall, 2009). Sin embargo, son una buena alternativa para com-
plementar estudios de captura, donde la “recaptura” de los animales marcados
se realiza visualmente, haciendo innecesaria su recaptura fisica, reduciendo asi
efectos adversos sobre el bienestar animal.
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CAPITULO 16

Avances de estudios en Uruguay: pautas para la captura de
ejemplares de venado de campo

Susana Gonzalez'?

El venado de campo (Ozotoceros bezoarticus, Linnaeus, 1758) es un cérvido
nativo que habitaba una amplia area de distribucion geografica, que compren-
de regiones de campo abierto en Brasil, Bolivia, Paraguay, Argentina y todo el
Uruguay (Jackson, 1987). Era una especie abundante en los distintos tipos de am-
bientes abiertos sudamericanos como el cerrado brasilefio, los pastizales inunda-
bles del Pantanal, chaco argentino-paraguayo, pampa humeda y seca argentina
y en el campo de todo el Uruguay.

Figura 1. Mapa de la distribucion geogréfica en el continente sudamericano. En detalle se observa la
ubicacién de las poblaciones Uruguayas: 1) Arerungud. Departamento de Salto y 2) Los Ajos, Departa-
mento de Rocha.

1 Genética de la Conservacion - Departamento de Biodiversidad y Genética IIBCE-MEC. Uruguay.

2 Seccién Genética Evolutiva, Facultad de Ciencias, UdelaR. Uruguay - iconservacionneotropi-
cal@gmail.com
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El venado de campo es un cérvido de tamafio mediano: 70 cm de altura ala
cruzy 25 a 35 kg de peso. El color del pelaje es “bayo claro” en toda la zona dorsal.
En los flancos, la parte inferior del cuello, vientre, la cara inferior de la cola, y el
area que rodea los ojos y labios, es de color “ante crema” (cream buff) muy claro.
Los machos se diferencian de las hembras por poseer un par de astas de unos 30
c¢m de longitud que, en el adulto, presentan 3 puntas o garcetas, aunque se han
registrado individuos con puntas supernumerarias. Las hembras son de menor
tamano y se diferencian de los machos por presentar un mechén blanquecino en
forma de remolino en la zona frontal.

Factores que determinaron la declinacion poblacional

La declinacion y extincion de las poblaciones de venado se debi6 a diver-
sos factores. Los registros histéricos y arqueoldgicos muestran que el venado de
campo era sumamente abundante e integraba parte importante de la dieta de
los habitantes indigenas del Rio de la Plata.

Cuando Charles Darwin visita nuestro pais en 1839, lo describe como un cér-
vido “excesivamente abundante”, que se encontraba en general en pequenos
grupos en ambos margenes del Rio de la Plata. Otro dato histérico relevante que
Thornback & Jenkins (1982) comentan es que durante 1870-1880 se exportaron
2.000.000 de cueros desde los puertos de Buenos Aires y Montevideo. Esta cita
permite inferir los grandes tamanos poblacionales de la época y el nivel de ex-
plotacion que se ejercia en ese periodo.

Situacion actual de la especie en el Uruguay

A nivel internacional la Convencién Internacional para el Trafico y comer-
cio de Especies Amenazadas (CITES) incluyd al venado de campo en el Apén-
dice |, ya que catalogé a la especie “en peligro de extincién en toda el drea de
distribucién” (Giménez Dixon, 1991). El proceso de declinacién en el nimero de
poblaciones, ocurrido a escala regional, se encuentra claramente representado
en nuestro pais. En el Uruguay en el afo 1985, el Poder Ejecutivo declaré al ve-
nado de campo como “Monumento Natural”, considerando su critica situacién
poblacional (Decreto 12/985). La Unién Internacional para la Conservacién de la
Naturaleza (UICN) evalu6 a la especie globalmente con la categoria de “Preocu-
pacién Menor”. Sin embargo en Uruguay se conocen dos poblaciones de venado
de campo: El Tapado (1.000-1.200 individuos) en el Depto. de Salto, y Los Ajos
(300-400 individuos), en el Depto. de Rocha. Las dos poblaciones estan catalo-
gadas por la UICN “en peligro de extincién”. A su vez en el panorama regional,
las poblaciones uruguayas presentan tres caracteristicas de gran interés desde el
punto de vista de la conservacion de nuestros recursos biolégicos:
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«  Han sido recientemente consideradas como dos nuevas subespecies para
la ciencia, perteneciendo la poblacién de Salto a la subespecie O. b. arerun-
guaensis y la de Rocha a la subespecie O. b. uruguayensis, estas subespecies
son endémicas de nuestro pais (Gonzalez et al., 1998; 2002).

- A diferencia de las otras subespecies que se encuentran representadas en
areas protegidas de Brasil, Paraguay y Argentina; las poblaciones uruguayas
se encuentran exclusivamente en establecimientos privados, donde se de-
sarrollan actividades agropecuarias.

«  Las caracteristicas bioldgicas de esta especie la hacen un excelente candida-
to como Especie focal de la conservacion del paisaje de pastizal.

Protocolos de captura y toma de muestras

En 2002, ante un brote de brucelosis en el stock ganadero de Rocha, se
efectud la captura de 15 ejemplares a solicitud de la Divisién Sanidad Animal
del Ministerio de Ganaderia Agricultura y Pesca del Uruguay, para evaluar si los
ejemplares eran portadores. La captura de animales es fundamental para poder
realizar la evaluacién seroldgica de la especie, y es un procedimiento invasivo,
especialmente en los ciervos, que son muy sensibles a los efectos del estrés. Es
muy comun que ocurran accidentes traumaticos, problemas cardiorrespiratorios
y disturbios metabdlicos graves como acidez y miopatia de la captura. En esta
oportunidad se siguieron los criterios de la UICN para las especies en peligro de
extincién para una captura segura que minimizara los riesgos y que permitiera
efectuar la evaluacioén sanitaria.

Segun Duarte et al. (2001) se deben considerar los siguientes factores en la
seleccion de la técnica de captura:

+  Debe ser segura para el equipo que la va a efectuar:

El equipo que participara en la captura tiene que tener perfecto conoci-
miento de los materiales, estrategia y manejo que se emplearan. Es importante
que se defina quién es el profesional a cargo del procedimiento y cual sera el
rol de todos los participantes (inmovilizacién, toma de notas, toma de muestras,
fotos, biometria, caravaneo). Si los roles estan claramente definidos y aceptados
se lograra una mejor coordinacién en el momento de la captura. Debe haber
un médico veterinario responsable y, en lo posible, con experiencia en animales
silvestres. Se debe tener claro todos los materiales que seran necesarios para el
traslado al lugar de la captura. A modo de ejemplo, es importante realizar una lis-
ta de materiales: drogas anestésicas y antagonistas, antihelminticos, antibiéticos,
materiales y tubos para extraccion serolégica, muestras genéticas, ectoparasitos,
fecas; para registro: fichas para los ejemplares, computadora, filmadora, fotogra-
fia; para toma de peso y medidas: balanza, centimetro; para marcar e identificar:
caravanasy pinza.
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Debe estar considerada la maxima seguridad para el animal.
Se estara realizando una evaluacién simultanea de todo el proceso de cap-

tura y recuperacién de los ejemplares. Si se detectan problemas, se suspendera
el procedimiento.

La metodologia debe ser totalmente viable y, en lo posible, ya probada.

El animal objeto de la captura debe tener una constante atencién, observa-
cién y seguimiento hasta lograr una total recuperacién de la captura fisica y
quimica.

Principales emergencias durante la anestesia

1.

Paro respiratorio

Si el animal no respira por mas de un minuto, y el corazén esta latiendo, esta
con paro respiratorio y se debera:

a. suspender inmediatamente la aplicacién de las drogas inmovilizantes;

b. verificar que no exista obstruccién de las vias aéreas, por exceso de sa-
liva, lengua, postura anormal, aspiracién del contenido del estémago,
espasmo bronquial, corregir la posicidn, limpiar la via y sacar la lengua
para afuera;

c. ventilar al animal manualmente comprimiendo el pecho, colocar oxige-
no. Hacer 20 movimientos por minuto (1 cada 2 o 3 segundos) en anima-
les jévenesy 10 (1 cada 5 o 6 segundos) para animales mayores;

d. aplicar drogas antagonistas como el clorhidrato de yoimbina o analépti-
cos respiratorios como clorhidrato de doxapran.

Paro cardiaco

Si el animal estd en un paro respiratorio y el corazén no se puede auscultar,

repetir los pasos a, b y ¢, y ademas:

a. comenzar masaje cardiaco con la palma de la mano abierta sobre la 4%
a 6% costilla;

b. usar drogas cardioestimulantes y vasopresoras; canular una vena y ad-
ministrar los fluidos especialmente Ringer Lactato para combatir acidez
respiratoria y aplicar cloruro de calcio al 10% (1 ml por cada 10 kg); con-
tinuar masaje, inyectar adrenalina de 0,1 a 2 ml y continuar masaje. Si el
corazén continua sin latir, repetir las dosis.

Shock

El sindrome de shock es un colapso general, con la reduccion del volumen
sanguineo circulante, a través de la progresiva queda de la circulacion peri-
férica. Debido a la contraccion de los capilares, provoca isquemia, hipoxia y
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necrosis celular. La muerte ocurre por congestion y edema pulmonar y ne-
crosis de los rifones e higado.

4, Miopatia de la captura

Es una condicién fisiopatoldgica descrita originalmente en herbivoros salva-
jes en Africa que se diagnostica clinicamente por intensa rigidez locomotora,
incoordinacion, depresion y muerte. Es un proceso complejo que envuelve la
percepcion de miedo por el sistema nervioso simpatico y su interaccion con las
glandulas adrenales y la actividad muscular. Dado que una vez que el proceso
se inicia es muy dificil revertirlo, la Unica medida posible es evitar que esto ocu-
rra. Si la captura a persecucién lleva mucho tiempo, hay mayores posibilidades
que el animal la desarrolle. Es conveniente también reducir al maximo el tiem-
po de inmovilizacién, para evitar el estrés. El equipo que interacciona con el
animal debe ser reducido y entrenado, evitar hacer ruido y realizar movimien-
tos sincronizados. Se debe evitar la captura en las horas del dia de mayor tem-
peratura y se recomienda colocar al animal a la sombra en un lugar aireado,
asi como mantener himedas cabeza, patas y orejas. Ademas, es importante
monitorear continuamente la temperatura corporal y evitar la hipertemia. En
los ciervos no se recomienda realizar la persecusién por mas de 5 minutos,
porque se corre riesgo de que se desencadenen niveles de estrés peligrosos.
Por ultimo, se debe recordar que este sindrome es irreversible, asi que la Unica
profilaxis es evitarlo.

Inmovilizacion quimica

Se recomienda utilizar la siguiente asociacién de drogas: Xilazina (1 mg/kg)
+ ketamina (5 mg/kg) + atropina (0,04 mg/kg). Se empleara como droga antago-
nista el clorhidrato de yohimbina.

Toma de muestras

Se realizara la biometria y se tomaran las muestras sangre, fecas, ectopara-
sitos. Se procederd a colocar caravana, pintura y fotografiar. Se evaluara en cada
caso la necesidad de revertir la anestesia.

Consideraciones finales

Una vez realizado el procedimiento es fundamental realizar la evaluacion
final de cada etapa de la captura para determinar si es necesario realizar cambios
a futuro. En los cérvidos, una mortalidad superior a 2% durante el procedimiento
no es aceptable, por lo que se debe revisar el protocolo y el equipo utilizado.
También se debe realizar el seguimiento de los ejemplares marcados para eva-
luar cdmo se adaptan luego del proceso y si se reintegran a la poblacién. Si los
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animales fueron ademas equipados con radiocollares, se podrdn conocer otros
aspectos como éxito reproductivo, y otros datos del comportamiento de la es-
pecie.
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CAPITULO 17

Avances de estudios en Uruguay: protocolos de manipulacion de
lobos y leones marinos

Valentina Franco-Trecu' - Helena Katz?

Realizar investigaciones cientificas sobre la biologia y ecologia de animales
silvestres mediante estudios a largo plazo, es una estrategia fundamental para
una correcta conservacion, gestion y uso sustentable de los recursos naturales. A
diferencia de los modelos tradicionales usados en laboratorio, donde se buscan
reactivos y condiciones bioldgicas lo mas homogéneas posible, al trabajar con
animales silvestres en su habitat natural nos enfrentamos a heterogeneidad so-
matica, genética, fisioldgica, nutricional y reproductiva, bajo la influencia de nu-
merosas variables ambientales. Estas condiciones determinan que los individuos
de una misma poblacién manifiesten respuestas diferentes frente a un mismo
estimulo o desafio, por lo que la interpretacion de resultados experimentales o
fendmenos bioldgicos naturales deben ser analizados en una matriz muy com-
pleja. Las investigaciones sobre el comportamiento maternal y reproductivo, los
habitos troficos, la dinamica de poblaciones o estudios epidemioldgicos, entre
otros, requieren del seguimiento de individuos en el tiempo mediante marcaje,
de la obtencién de muestras y/o equipamiento con diferentes dispositivos, ha-
ciendo necesaria su captura y manipulacién. Es importante lograr estos objetivos
cuidando del bienestar de los ejemplares, de los operarios y del ambiente.

En Uruguay habitan dos especies de pinnipedos: el lobo fino sudamericano
(Arctocephalus australis -Aa) y ledn marino sudamericano (Otaria flavescens -Of).
Presentan ciclos de reproduccién anuales, con una estacion reproductiva que se
extiende desde noviembre a diciembre para Aa y desde enero a febrero para Of
(Franco-Trecu et al., 2014; 2015). A continuacion se resumen las experiencias ob-
tenidas en la manipulacion de estos animales (cachorros de ambos sexos y hem-
bras adultas) a lo largo de un programa de investigacién realizado entre los afios

1 Departamento Ecologia y Evolucién. Facultad de Ciencias. UdelaR. Uruguay. vfranco-trecu@
fcien.edu.uy

2 Facultad de Veterinaria, UdelaR. Montevideo. Uruguay. helekatz@gmail.com
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2004 y 2013. Los cachorros de ambas especies, pueden ser capturados con lazo,
Copos 0, en ciertas circunstancias, manualmente (si estan alejados de individuos
adultos). Una vez capturada la cria, debe ser sujetada en las aletas posteriores
con una mano y en la zona pectoral con la otra. Sujetada de esta manera, la cria
no se muestra estresada ni realiza fuerza significativa para liberarse (Fig. 1). En el
momento de marcar u obtener muestras, deben sujetarse contra una superficie
lisa y estable el cuello y las aletas posteriores, evitando que apoye las aletas an-
teriores, con las que realiza la mayor fuerza de movimiento. Para reducir parte
del estrés de la manipulacién es aconsejable colocar un pafuelo o tela sobre la
cabeza o los ojos, manteniendo las vias respiratorias despejadas. Como método
de identificacién a corto plazo se pueden realizar pequefias marcas en el pelo
con pintura sintética (usando diferentes colores), con decolorante de cabello o
con diferentes cortes de pelo (nimeros, letras, simbolos). Sin embargo, para cier-
tos estudios comportamentales o poblacionales, que requieren el seguimiento
individual a largo plazo, es necesario realizar marcas permanentes y visibles a
distancia. En este caravanas (tags) marca Allflex® N° 12 (http:/www.allflex.com.
uy/Home.aspx) con numeracién grabada a laser (Fig. 1).

Figura 1. Forma correcta de sujetar una cria, en este caso de lobo fino (Arctocephalus australis).

Pueden usarse diferentes colores para los afios, colonias, etc. Antes de co-
locar la caravana con las pinzas, es aconsejable realizar una perforacién con un
sacabocado de manera de poder desinfectar la piel y la herida con iodopovidona
y spray cicatrizante (por ejemplo, bactrovet plata®); a su vez, la porcién de piel
sustraida puede usarse como muestra para estudios de genética o is6topos es-
tables (entre otros) (Fig. 2 ejemplo en adulto). El sexado de las crias se realiza por
observacion de la zona del atrio donde se encuentra el ano y el vestibulo en las
hembras, mientras que en machos se verifica ademas el orificio prepucial en la
regién ventral caudal cercana al ombligo. Las medidas morfométricas general-
mente utilizadas son el largo estdndar medido en linea recta (punta de la nariz
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a punta de la cola) y el perimetro axilar (circunferencia a la altura de las aletas
anteriores).

Figura 2. Procedimiento de marcaje de individuos con caravanas numeradas. Perforacién, conserva-
cién del tejido, desinfeccion y colocacion de la caravana. Ejemplo en hembra adulta de ledn marino
(Otaria flavescens).

Para pesar a los cachorros se colocan en una bolsa de tela y se cuelgan de
una balanza de brazo o de gancho. En este procedimiento no es necesario sumi-
nistrar ningun tipo de farmaco tranquilizante, ya que es una manipulacion breve
(3-6 minutos por individuo) y no traumatica. En caso de ser necesario obtener
muestras de sangre, es obtenida de las venas de las aletas caudales o de la vena
glutea. La venopuncién de las aletas caudales es mas facil en los dias calurosos
debido a la vasodilatacion periférica; se realiza una ligadura en la regién tarsiana
y hacia la region distal puede observarse sobre la piel dorsal el recorrido de las
venas digitales. Una vez ligado el miembro y manteniendo la aleta distendida, se
realiza la puncién en sentido oblicuo (25-309) utilizando mariposa 21 o 23G, de
preferencia de tubos cortos (para evitar que se coagule la sangre); una vez que
se accede a la vena, se ensambla la jeringa (en general de 10 cc) para la colecta
de sangre (Fig. 3). Antes y después de la puncién debe desinfectarse la piel con
alcohol 70e°.
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Figura 3. Extraccion de sangre por venopuncion en aleta caudal. Ejemplo en hembra adulta de ledn
marino (Otaria flavescens).

Si es necesario obtener muestras de piel, pelo o grasa de individuos adultos,
pueden realizarse biopsias a distancia, sin necesidad de manipular directamente
el animal. En este caso se utiliza un rifle de aire comprimido (Dan-inject) y dardos
especialmente fabricados para este fin (Fig. 4). Esto es especialmente util para
obtener muestras de machos, ya que estos, por su tamaifo y comportamiento,
generalmente no son capturados.

202



VALENTINA FRANCO-TRECU - HELENA KATZ

i - et
i 5. v

Figura 4. Obtencion de biopsia por medio del disparo de dardos con rifle de aire comprimido, en un
macho adulto de ledn marino (Otaria flavescens).

Cuando se trabaja con animales de mayor porte, y deben realizarse proce-
dimientos mas complejos, es necesario el uso de farmacos psicotrdpicos (tran-
quilizantes, anestésicos). De esta manera se complementa la contencién fisica,
se evita o reduce la probabilidad de dafo a los animales (golpes, traumatismos,
excesivo estrés por el forcejeo), o accidentes con los operarios que realizan la
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captura (mordidas, golpes, traumatismos en general, cansancio). A su vez, esto
permite minimizar el estrés, reducir el tiempo total de manipulacién y obtener
muestras de forma segura (Champagne et al., 2012). Desde el punto de vista fi-
siolégico, el aparato cardiorespiratorio de los pinnipedos presenta adaptaciones
morfofuncionales que permiten la respuesta de buceo caracterizada por la ap-
nea, bradicardia y vasoconstriccién periféricas; de esta manera se concentra la
mayor parte del flujo sanguineo hacia el cerebro y corazén (Thornton & Hocha-
chka, 2004). Debido a estas adaptaciones, la anestesia en este grupo de animales
es un proceso desafiante, ya que puede implicar riesgos en la respuesta a los
farmacos utilizados. Uno de los potenciales riesgos es la induccion a una apnea
y bradicardia prolongada que, asociado a la redistribucién sanguinea, puede re-
sultar en una alta concentraciéon de drogas liberadas hacia el sistema nervioso
central y corazén. Esta situacién influye desproporcionadamente en el nivel de
anestesia para una dosis dada (Bornemann & Plotz, 1993; Wheatley et al., 2006)
pudiendo causar la muerte de los animales (Lynch et al,, 1999; Haulena & Heath,
2001) o causar complicaciones derivadas de una sobredosis de drogas (Haule-
na, 2007). Por otro lado, algunos anestésicos o combinaciones no producen una
buena relajacién muscular y pueden estar asociados a tiempos prolongados de
induccién o recuperaciéon (Spelman, 2004). La hipertermia y la hipotermia pue-
den ocurrir debido a cambios en el metabolismo relacionados con el estrés de
captura o anestesia, alteracién de los centros termorreguladores inducida por
farmacos o cuando la temperatura ambiente es alta o baja (Lynch et al, 1999;
Baylis et al., 2014). El estado fisioldgico de los individuos (estado nutricional, sexo,
edad, gestacion, lactancia) y salud (patdégenos, enfermedad) también influye en
el efecto anestésico (Fowler, 1995; Kreeger et al,, 2002). Por tanto, las caracteristi-
cas de la especie, la respuesta individual y las condiciones ambientales son facto-
res clave en la seleccién de los farmacos a utilizar.

A continuacién se presentan los protocolos de sedacién e inmovilizacion far-
macoldgica de hembras adultas de ambas especies de pinnipedos utilizados exi-
tosamente en Uruguay (Katz et al., 2018), reportando los parametros fisiolégicos
basicos durante el posparto temprano. De acuerdo a la bibliografia disponible, y
a la experiencia de diferentes veterinarios, se seleccionaron farmacos que tuvie-
ran un amplio margen terapéutico, con un efecto minimo a nivel cardiovascular
y respiratorio, que dispusieran de drogas antagdnicas (antidotos), asegurando
su reversibilidad. De esta manera, ademas de poder trabajar manteniendo pa-
rametros fisioldgicos estables, una vez finalizada la manipulacién, aseguramos
la recuperacion y el retorno de los animales a su ambiente (Lynch et al., 1999;
Haulena & Heath, 2001). Durante los meses calurosos, la captura de los animales
debe realizarse temprano en la manana (7:00 a 10:00 am) o al final de la tarde
(después de las 17 hs) evitando las horas de mayor temperatura (por tenden-
cia a la hipertermia). La dosis se estimé en base a un peso de las hembras adul-
tas de 45 kg en Aa y de 130 kg para Of. Es importante seleccionar animales con
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apariencia sana de acuerdo a su comportamiento (alerta, respuesta adecuada a
estimulos de otros animales de la colonia o de la cria) y con buena condicién cor-
poral (curvas redondeadas en térax-abdomen-grupa por la grasa subcutanea).
Las hembras deben ser enlazadas o capturadas con copos para retirarlas de la
colonia e introducirlas en una jaula; antes de cerrar la puerta trasera, se les in-
yecta el farmaco correspondiente por via intramuscular en la regién glutea. Para
Aa se utilizé midazolam (0,5%) (Midapine® Laboratorio Vetcross), con una dosis
de 0,25-0,35 mg/kg de como Unica droga. Para Of se utiliz6 una combinacién
de Midazolam (5%) (Lauden’s Pharmacy, 1820 41st Avenue, Suite F Capitola, CA
95010, USA, http://www.laudenpharmacy.com/), 0,15-0,5 mg/kg y Dexmedeto-
midina clorhidrato (0,5 %) (Dexdormitor®, Laboratorio Zoetis), 0,003-0,005 mg/
kg en la misma jeringa. Luego de administrado el farmaco se cerraba la jaula 'y se
cubria con una tela hasta obtener el efecto deseado (tranquilizante para Aa, in-
movilizacién fisica para Of). Una vez alcanzado ese efecto, los animales deben ser
retirados de la jaula y colocados en camilla de contencién. Tanto en el momento
de colocarse en la camilla, como al final del procedimiento, debe monitorearse la
mucosa oral y reqularmente la temperatura corporal rectal (termémetro digital),
la frecuencia cardiaca y respiratoria (observacion de movimientos del térax: res-
piraciones/minuto, el choque de punta del corazén: golpes/minuto) o disponer
de un pulsoximetro. La auscultacion estetoscoépica es dificil de evaluar debido
al espesor de la grasa subcutanea y de los planos musculares. Para Aa el tiempo
promedio de induccién (tiempo entre la inyeccién de la droga y efecto tranqui-
lizante) fue de 13 min (rango = 5-26 min). Los animales permanecen deprimidos,
pero mantienen una respuesta de defensa, por lo que son sujetados en una ca-
milla de contencién para la obtenciéon de muestras, colocacién de dispositivos o
la manipulaciéon que sea necesaria. La temperatura corporal promedio para las
hembras de Aa fue de 37,9°C (SD = 0,59). En esta especie las frecuencias cardiaca
y respiratoria no fueron monitoreadas en detalle, ya que las hembras permane-
cian reactivas durante todo el procedimiento, lo que dificulta el control preciso.
Para Of, el tiempo promedio de induccién fue de 23 min (rango = 15-45 min); los
animales alcanzaron un buen plano anestésico, buena relajacién muscular cor-
poral de la cabeza y de la quijada, manteniendo el reflejo de cierre de narinas y
palpebral; la temperatura corporal promedio fue de 38,5°C (rango = 37,5-39,2°C);
la frecuencia cardiaca media fue 84/min (80-92), mientras la frecuencia respira-
toria media fue de 6/minuto (5 a 8/min). Si las hembras presentan temperatura
rectal mayor a 39°C, se les debe mojar las aletas y cabeza con agua fresca para
evitar hipertermia. En todos los casos las mucosas oral y vaginal presentaron co-
lor normal. El marcaje permanente de las hembras se realiza de la misma manera
que para los cachorros, solo que se utilizan caravanas Allflex N° 4 (Fig. 2). La ob-
tencién de muestras de sangre (Fig. 3) y de las medidas morfométricas también
se realiza de la misma manera. Para pesar a los animales, la balanza es colocada
en un tripode y se cuelga la hembra sujeta a la camilla. Al finalizar la manipula-
cién, cada animal debe ser colocado préximo a la zona donde fue capturado (~
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5 m) para evaluar su recuperacion apropiada, facilitar el retorno a la colonia y
el encuentro con la cria, de ser el caso. En el caso de Of, se le inyecté uno de los
reversores (de la dexmedetomidina) en forma intramuscular en la regién glutea:
Atipamezol 5% (Antisedan®, Lab. Zoetis), 0,15 mg/kg. El tiempo de recuperacion
promedio fue de 28 min (rango = 5 a 45), en general con un rapido despertar y
en alerta, mientras que algunas hembras se mantuvieron somnolientas, pero con
capacidad para trasladarse hacia su harén y reencontrarse con la cria.

Los protocolos de sedacién y anestesia presentados constituyen herramien-
tas apropiadas para la inmovilizacion de las especies de pinnipedos que habitan
en Uruguay (Katz et al.,, 2018). Las combinaciones anestésicas que cuentan con
antidotos permiten trabajar con mayor seguridad, en particular cuando se traba-
ja con animales nerviosos o de gran porte. En todos los casos se debera contar
con drogas de emergencia y equipos de respiracion asistida ante la eventual so-
bredosificacion o respuesta adversa frente a los farmacos utilizados. Esto es de
particular importancia cuando se desconocen las condiciones de salud o estado
fisioldgico (prefiez, adelgazamiento por ayuno) de los ejemplares capturados.
Para cualquier procedimiento de captura de animales silvestres en su habitat
natural es primordial hacer una planificacidon adecuada, evaluar las condiciones
climaticas, los protocolos de captura disponibles y contar con un equipo de per-
sonas entrenadas a los efectos de realizar un trabajo eficiente, minimizando ries-
gos, obteniendo muestras de calidad y optimizando el trabajo de equipo.
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CAPITULO 18

Avances de estudios en Uruguay: murciélagos

Ana L. Rodales' - German Botto?

El siguiente apartado trata sobre el Orden Chiroptera e intenta mostrar
cdmo se trabaja con este grupo en el pais. Los temas que se abordan refieren a
métodos de muestreos, técnicas de manipulacion, toma de muestras bioldgicas,
marcaje, liberacién, eutanasia y colecta para colecciones cientificas, utilizados
por el Programa para la Conservacion de los Murciélagos de Uruguay (PCMU).

El Orden Chiroptera representa alrededor de la cuarta parte de los mamife-
ros actuales, con aproximadamente 1.200 especies (Kunz et al., 2011). En Uruguay
se han registrado hasta el momento 23 especies pertenecientes a tres familias:
Vespertilionidae (12 spp.), Molossidae (8 spp.) y Phyllostomidae (3 spp) (Gonzélez
& Martinez-Lanfranco, 2010).

Métodos de muestreo

Los métodos de muestreo utilizados en Uruguay para el estudio de murcié-
lagos se pueden dividir basicamente en dos: métodos invasivos, donde se tiene
un contacto cercano con el animal (red de niebla, calderin, captura manual) y el
método no invasivo de deteccién de vocalizaciones ultrasdnicas emitidas por los
murciélagos, donde no existe la necesidad de entrar en contacto directo con el
animal.

1 Programa para la Conservacién de los Murciélagos de Uruguay (PCMU)/Museo Nacional de
Historia Natural/MEC. Uruguay - arodales@gmail.com

2 - Programa para la Conservacién de los Murciélagos de Uruguay (PCMU)/Museo Nacional de
Historia Natural/MEC. Uruguay
- Departamento de Métodos Cuantitativos, Facultad de Medicina. Universidad de la Repu-
blica. Uruguay - germanbotto@gmail.com
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Redes de niebla

Es el método mas utilizado en Uruguay. Consiste en desplegar una o varias
mallas de material sintético (nylon) de diferentes longitudes (6, 9 y 12 metros)
en sitios donde es probable capturar murciélagos (pasajes o claros dentro del
monte, refugios, bordes de cuerpos de aguas, bordes de montes) como muestra
la figura 1. Los murciélagos que vuelan por dichos sitios chocan y quedan en-
redados en la red (Fig. 2), por lo que éstas deben ser revisadas periddicamente
para evitar que los animales se enreden excesivamente haciendo que el tiempo
de manipulacién aumente, lo cual provoca un mayor nivel de estrés en ellos. Si
la red de niebla es colocada a la salida de un refugio, se recomienda no abando-
narla, para asi poder desenredar a los murciélagos a medida que son capturados.
En cambio, si la red es colocada en un sitio de pasaje, el tiempo entre revisiones
puede ser mayor, ya que el nimero de murciélagos que se capturan es notoria-
mente menor que frente a un refugio.

Figura 1. Doce sitios donde colocar redes de niebla: 1. frente a drboles huecos, 2. en montes de abrigo
de eucaliptus viejos, 3. en bordes de tejados con grietas y ranuras, 4. en puertas de galpones, 5. sobre
cuerpos de agua lénticos, 6. perpendicular al borde del monte, 7. cruzando cuerpos de agua léticos, 8.
dentro del monte a nivel del suelo, 9. en el dosel arbéreo, 10. en el borde de desniveles en el terreno,
11. frente a cuevas y grietas, 12. cerca de palmeras y de arboles con abundante vegetacion epffita.
Tomado de Gonzélez & Martinez-Lanfranco, 2010. Dibujo por E. M. Gonzélez.
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Calderin de mano

Se utiliza principalmente en los refugios (cuevas, minas, edificios, arboles),
cuando los murciélagos se encuentran a la vista del investigador (Fig. 2). Es reco-
mendable que el calderin sea profundo y de malla fina (tipo calderin para insec-
tos), para que los murciélagos se deslicen hacia el fondo evitando que se escapen
o se enganchen. A su vez, deberia ser lo mas liviano posible para poder realizar
un movimiento rapido y maniobrable que permita capturar los animales lo mas
rapido y seguro posible. Kunz & Kurta (1988) recomiendan que el calderin tenga
alrededor de 45 cm de diametro, 85 cm de profundidad y que el soporte por don-
de lo asimos sea extensible para utilizarlo con murciélagos que se encuentren a
diferentes alturas. Ademas, Kunz et al. (2009) recomiendan acolchonar el aro de
alambre y la unién de éste al mango, para evitar causar lesiones a los animales.

Figura 2. Métodos de captura de murciélagos. Izquierda: uso de calderin en un refugio. Derecha: mur-
ciélago enredado en la red de niebla.

(Captura manual

También es un método utilizado cuando los murciélagos se encuentran en
su refugio. Es recomendable utilizar guantes de cuero o un recipiente para cubrir
el murciélago mientras se le desliza por debajo un trozo de cartdn, evitando de
esta forma el contacto directo con el animal. En otras ocasiones, el investigador
quizas necesite utilizar una pinza larga para extraer a los murciélagos de grietas
profundas. En estos casos, hay que tener especial cuidado para evitar dafos en
los huesos y membranas de las alas. Kunz et al. (2009) recomiendan acolchonar
los extremos de las pinzas para evitar estos danos.

Para capturar murciélagos en sus refugios, el investigador debera tener es-
pecial cuidado con la frecuencia con la que va a intervenir y el momento del afio,
para de esta forma minimizar los disturbios. Capturas muy frecuentes pueden
llevar al abandono del refugio. A su vez, se recomienda minimizar las capturas
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durante periodos sensibles, como la prefiez tardia, durante la lactacién temprana
o en largos periodos de inactividad (meses frios) (Kunz et al., 2009).

La Ley de Fauna (ley n° 9.481 de 1935) y sus decretos reglamentarios regu-
lan la caza o captura de la fauna uruguaya, dentro de la cual se encuentran los
murciélagos. El Decreto 164/996 prohibe expresamente la caza, tenencia, comer-
cializacion, transporte e industrializacion de la fauna silvestre. A su vez, el mis-
mo decreto establece la caza o colecta cientifica o con fines educativos, como
la accidn licita de capturar o abatir mediante formas autorizadas, ejemplares de
la fauna silvestre, con destino a museos, zooldgicos, proyectos de investigacion,
acciones educativas o de divulgacion. Por tanto, para la captura de murciélagos
es imprescindible solicitar el permiso de colecta cientifica que emite la Direccién
Nacional de Medio Ambiente (DINAMA).

Deteccion de ultrasonido

Los murciélagos presentes en Uruguay emiten ultrasonidos en diferentes
frecuencias para orientarse y alimentarse en el ambiente que los rodea. La detec-
cién de estas emisiones es un método relativamente reciente en Uruguay y con-
siste en colocar detectores de ultrasonido en sitios donde vuelan murciélagos
para luego analizar las grabaciones obtenidas y asi determinar las especies regis-
tradas. Cada especie de murciélago difiere en su canto (o llamada) de las demas,
y previa confeccion de una biblioteca de cantos de referencia los investigadores
pueden muestrear zonas donde las redes de niebla no son efectivas. Estos de-
tectores pueden dividirse en detectores de registro activo, donde el investigador
realiza transectas o muestreos por puntos donde activamente graba los cantos
de murciélagos que va registrando; y detectores de registro pasivo donde el dis-
positivo permanece en el sitio a muestrear por un tiempo prolongado (toda la
noche o incluso semanas) y se activa y graba automaticamente cuando un mur-
ciélago pasa en las inmediaciones del aparato. Actualmente en Uruguay existe
una biblioteca parcial de referencia y un algoritmo de identificacién de especies
basado en esa biblioteca (Botto Nufez et al., 2018).

Manipulacion

Los murciélagos deben ser manipulados delicadamente, pero con firmeza,
para evitar ser mordidos o causarle dafos al animal, especialmente en los huesos
y membranas de las alas que son particularmente fragiles (Barlow, 1999; Kunz et
al.,, 2009).

Previo a la manipulacion de cualquier especie de murciélago, el investigador
debe estar inmunizado contra el virus de la rabia. Este virus se transmite a tra-
vés de la saliva, y aunque solo el 0,1% de los murciélagos puede estar infectado
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(Sheeler-Gordon & Smith, 2001; Alegria-Moran et al., 2017), una pequeia mordida
puede poner en riesgo la salud del investigador. Teniendo en cuenta esto, algu-
nos investigadores prefieren el uso de un guante de cuero (o una bolsa de tela)
en la mano que sostiene al murciélago y con la otra mano desnuda desenredarlo
de la red o tomar las muestras necesarias (Fig. 3). Generalmente el dedo pulgar
es utilizado para sujetar el murciélago por la espalda, mientras que el abdomen
se apoya sobre los demas dedos del investigador, como muestra la figura 3. Si
el investigador no tiene experiencia en la manipulaciéon es imprescindible que
utilice guantes de cuero para sostener al animal.

A

Figura 3. Manipulacion. Izquierda: investigador desenredando un murciélago utilizando una bolsa de
tela para proteger la mano que sostiene al animal. Derecha: utilizacion de guante de cuero para sujetar
al murciélago.

Al momento de desenredar un murciélago de una red de niebla, la practica
y la paciencia son factores muy importantes para lograr liberarlo de forma rapida
y segura para ambos (murciélago e investigador). El primer paso es determinar
de qué lado de la red entré el murciélago, para trabajar la liberacién sobre ese
lado. Una vez establecido donde se trabajara, se comienza a desenredar la zona
posterior (cola y patas), ya que generalmente esta parte es la Ultima en entrarala
red. Luego se sostiene la parte posterior para evitar que se enrede nuevamente
y se continda con las alas, una a la vez, con movimientos delicados para no dafar
los huesos y la membrana de la mano. Por dltimo, se desenredan la cabeza y las
orejas (Kunz et al., 2009).

Si se trata de un vampiro (Desmodus rotundus), se recomienda utilizar guan-
tes de cuero holgados en ambas manos, para evitar que los dientes del murcié-
lago lleguen a los dedos del investigador. Esta especie se comporta de forma
mas agresiva que el resto de las especies presentes en Uruguay, por lo que se
recomienda inmovilizar la cabeza con el pulgar cuando el investigador lo esta
sosteniendo, como muestra la figura 4. El tiempo de manipulacién dependers3,
ademas, de la experiencia del investigador, del grado de enredo del murciélago,
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siendo generalmente facil y rdpido cuanto menos tiempo haya pasado desde
gue cayo en la red. Por mas detalles sobre la remociéon de murciélagos de una
red de niebla se recomienda consultar a Barlow (1999), Mitchell-Jones y McLeish
(2004) y Kunz et al. (2009).

Figura 4. Se muestra la forma recomendada de sujetar a Desmodus rotundus (vampiro) luego de ser
extraido de la red. El pulgar debe estar colocado firme por detras de la cabeza para evitar que esta
pueda girary morder.

Otra forma de sujetar a los murciélagos, especialmente si uno quiere tomar
datos sobre el estado reproductivo de los individuos, es colocando el dedo indi-
ce sobre el lomo del animal y con el dedo pulgar y el anular sostener hacia atras
las alas, dejando la zona ventral al descubierto, como se puede observar en la
Fig. 5.
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Figura 5. Se observa, de tres perspectivas diferentes, la mano del investigador sujetando al murciélago
de forma tal que la zona ventral queda expuesta.

Toma de muestras

La manipulacién de los murciélagos normalmente esta vinculada a la toma
de muestras bioldgicas, para analisis posteriores. En este apartado nos centrare-
mos en las muestras a tomar sin necesidad de eutanasia. Entre las muestras mas
frecuentemente tomadas podemos mencionar las muestras de sangre (sangre
completa, suero, plasma, frotis), hisopados de mucosas (bucal, rectal), pelo, piel,
leche, materia fecal y ectoparasitos.

Sangre

Dependiendo de la especie, la muestra de sangre puede tomarse de la vena
braquial, sobre el antebrazo o de la vena caudal en el uropatagio (Wibbelt et al.,
2009). En cualesquiera de los casos, se puede realizar utilizando un capilar de
vidrio (heparinizado o no, seguin el destino de la muestra). Al menos en Eptesicus
fuscus se ha mostrado que la toma de sangre puede realizarse sin anestesia, sin
gue se encuentren diferencias en la sobrevida de los animales (Wimsatt et al.,
2005; Ellison et al., 2006). Evitar la anestesia reduce significativamente el tiempo
de manipulacién y evita exponer a los animales a los riesgos de la anestesia y su
recuperacion. Si la muestra se toma del antebrazo y sin anestesia, se requiere
inmovilizar al animal en decubito dorsal para exponer el sitio de la incisién. Con
entrenamiento, esto puede hacerlo un solo investigador. El volumen total de la
muestra no debe superar el 1,0-1,5% del peso corporal (Wibbelt et al., 2009; Sikes,
2016). Se debe aplicar presion sobre la herida para favorecer la coagulaciéon y
comprobar que el sangrado se detuvo antes de liberar al ejemplar.
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Mucosas

Una de las muestras habitualmente recolectada de murciélagos son los hiso-
pados de mucosas para deteccién viral. Los dos mas habituales son bucal y rectal
(Wray et al., 2016, Anthony et al., 2017, Seltmann et al., 2017). En ambos casos se
trata de un procedimiento poco invasivo que puede realizarse sin anestesia. Para
el hisopado bucal, la muestra puede tomarse pasando el hisopo por dentro de
un cilindro que evite que el ejemplar muerda el hisopo durante la toma de mues-
tra. Para evitar que el animal muerda el hisopo, puede utilizarse un espéculo.
Wimsatt et al. (2005) utilizan el cuerpo de una jeringa de 1 cm? para este fin en
E. fuscus. En el caso de las especies presentes en Uruguay, un tubo eppendorf al
que se le corta el extremo puede cumplir la misma funcién.

Piel

Para estudios moleculares, tanto las muestras de piel como de musculo pre-
sentan buena calidad para extraccién de ADN nuclear y mitocondrial (Simmons
& Voss 2009; Streicker et al., 2016). En estudios que no implican la colecta de los
ejemplares, la muestra de piel es la muestra de eleccién. Se puede tomar una
muestra del plagiopatagio, utilizando un punch para biopsias de piel (Streicker
et al,, 2016). Para las especies de Uruguay, agujas de 1,5 0 2,0 mm de didmetro
resultan adecuadas. En caso de requerir muestras duplicadas, se debe tomar una
de cada ala. Las muestras se deben tomar evitando las zonas vascularizadas o los
haces musculares (evidentes observando el ala por transiluminacién). Este pro-
cedimiento puede realizarse sin anestesia, procurando la coagulacién, aplicando
presién sobre la herida y comprobando que el sangrado se detuvo, antes de li-
berar al animal.

Leche

La toma de muestras de leche de hembras durante el periodo de lactacién
es de interés para analizar el aporte de nutrientes e inmunoglobulinas a las crias.
Debido al tamaiio de los ejemplares y al reducido volumen de la muestra, la con-
taminacién es probable, y puede tener efectos considerables en los analisis pos-
teriores (Hood et al.,, 2009). Los métodos basicos para prevenir la contaminacion
incluyen el recorte del pelo circundante, la desinfeccién del area del pezén, y la
prevencién de la recontaminacién con orina o materia fecal durante la manipu-
lacion (Hood et al., 2009). Para aumentar el volumen de la muestra, puede usarse
la inyeccién de oxitocina por via intraperitoneal o intramuscular (inyectando en
el pectoral mayor); las dosis empleadas en murciélagos sin efectos negativos ob-
servados han sido de 0,1 a 0,4 IU/g (Hood et al., 2009). La colecta puede hacerse
manualmente o utilizando pipetas o capilares (no heparinizados) (Hood et al.,
2009). Para la preservacién es importante prever la posible pérdida de agua de
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la muestra que puede llevar a la desnaturalizacién de las proteinas (Hood et al.,
2009). En Uruguay, hasta donde conocemos, sélo se realizé la toma de muestras
de leche en murciélagos en 2005-2006, utilizando pipetas pasteur plasticas des-
cartables, estimulando la secrecién con una inyeccién de oxitocina intramuscular
(datos no publicados).

Materia fecal

En murciélagos insectivoros, la colecta de materia fecal permite la identi-
ficacién de presas, tanto mediante morfologia de los restos como por técnicas
moleculares (Whitaker et al., 2009a). Para la colecta de la materia fecal en estas
especies, se pueden capturar ejemplares previo al retorno al refugio y luego de
alimentarse, y conservarlos en bolsas de tela suave hasta obtener la muestra (Ro-
dales, 2015). Se debe tener especial precaucién para reducir la pérdida de calor
y/o de agua en los ejemplares capturados. La materia fecal puede utilizarse tam-
bién para la deteccion de virus, especialmente Coronavirus. En ese caso pueden
utilizarse muestras individuales, o pueden tomarse muestras de colonias, colo-
cando laminas plasticas bajo los sitios de refugio para recolectar muestras agru-
padas de orina y materia fecal.

Ectoparasitos

Los ectoparasitos pueden colectarse directamente de los ejemplares utili-
zando una pinza de puntas finas. La preservacion de los ectoparasitos en etanol
70 0 95% es adecuada (Frampton et al,, 2008; Whitaker et al, 2009b). La mayor
concentracion permite una mejor conservacion de los acidos nucleicos para estu-
dios moleculares, pero rigidiza mas las estructuras del exoesqueleto, lo que pue-
de dificultar la identificacion taxonémica y disminuir su calidad como voucher
morfolégico (Whitaker et al., 2009b). La seleccion del medio de conservacion de-
pendera entonces de los objetivos del estudio. En caso de utilizarse etanol 95%
como medio de preservacion, se debe realizar la fijacién en etanol 70% por 24 a
48 horas para asegurar la inactivacién de patégenos potencialmente presentes
en los ectoparasitos, ya que esta concentracién muestra la mayor capacidad de
inactivacion de patogenos (Malik et al., 2006). El compromiso entre la seguridad
en el manejo de las muestras y la preservacion de las estructuras morfoldgicas
de interés en la identificacién taxonémica y acidos nucleicos poco fragmentados
para estudios moleculares llevan al disefio de protocolos especificos para cada
caso, de acuerdo a los objetivos. Whitaker et al., (2009b) proponen un protocolo
empleado con éxito por C. W. Dick, que utiliza etanol 95% para matar y fijar a los
parasitos, seguido de la identificacion taxondmica y preservacién en etanol 95%
a -80°C o en nitrégeno liquido para estudios moleculares; los ejemplares que se
conserven como vouchers morfoldgicos son transferidos, tras la identificacién,
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a etanol 70% para su preservacion. El problema con este protocolo es que sélo
los ejemplares preservados a largo plazo como vouchers morfolégicos estan ex-
puestos a una soluciéon descontaminante efectiva. Nuestra propuesta es el uso
de etanol 70% primero, seguido de transferencia a alcohol 95% y preservacion
en frio de las muestras para estudios moleculares tras 24 a 48 horas.

Marcaje

Para el estudio de este grupo se han desarrollado varias técnicas de marcaje,
las que a través del tiempo se han ido ajustando segun diversos factores como
los objetivos de la investigacion, la especie, la edad y el bienestar de los animales
(Rodriguez-Posada & Santa-Sepulveda, 2013). El marcaje de murciélagos ha sido
una actividad poco desarrollada en Uruguay. Hasta 2015 la Unica forma utilizada
para marcar alos animales era cortandoles un mechoén de pelo sobre el lomo. Esta
técnica se utiliza para estudios a corto plazo, ya que dependiendo de la estacion
del afio o del periodo de muda del pelaje, el corte puede durar desde unas pocas
semanas hasta cerca de un afo (Stebbings, 2004). Otros métodos utilizados para
marcar a corto plazo son etiquetas luminosas, tintas, decoloracion de pelo, corte
de unas, correctores liquidos, esmaltes para ufias entre otras (Mitchell-Jones &
McLeish, 2004; Kunz & Weise, 2009; Rodriguez-Posada & Santa-Sepulveda, 2013).

Por otro lado, existen varios tipos de marcas que son utilizadas para estudios
a largo plazo, como anillos (bandas metalicas de aves, bandas metdlicas labiadas
para murciélagos y bandas de plastico), collares y transponders, entre otras. A
partir de 2015 el PCMU comenzé a marcar murciélagos en Uruguay utilizando la
técnica del anillado con bandas metdlicas labiadas (Fig. 6). Estas bandas tienen
la particularidad de que fueron disefiadas especificamente para murciélagos, ya
que los bordes labiados ayudan a prevenir las laceraciones en las membranas de
las alas que provocan los bordes sin labios de las bandas metalicas utilizadas para
aves. Son de facil colocacion, ya que no es necesario utilizar pinzas especiales,
simplemente se coloca la banda abierta en el antebrazo y se oprime suavemente
con el pulgar y el indice para cerrarla.
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Figura 6. Myotis sp. con anilla labiada numerada en el antebrazo derecho.

Liberacion

Generalmente, luego de la captura los murciélagos son colocados tempo-
ralmente en bolsas de tela suave, holgadas, de colores apagados, con un cordén
para mantenerlas cerradas (Fig. 7). De esta forma los murciélagos pueden per-
char sin estimulos externos que puedan incrementar su estrés, ademas de que
se evitan dafos en sus extremidades y el sobrecalentamiento o sofocacién (Kunz
& Kurta, 1988). El tiempo de permanencia en las bolsas depende de la muestra
que se quiera obtener, pero se recomienda que no sea prolongado para evitar un
estrés innecesario y el agotamiento de las reservas energéticas (Kunz et al., 2009).
Luego de la toma de datos, los murciélagos pueden ser liberarlos, teniendo en
cuenta los requerimientos de altura de despegue de las diferentes especies.

218



ANA L. RODALES - GERMAN BOTTO

Figura 7. Se observan las bolsas de tela para mantener a los murciélagos capturados.

Cémo regla general para los murciélagos de Uruguay, las especies perte-
necientes a las Familias Vespertilionidae y Phyllostomidae pueden ser liberadas
abriendo la bolsa y dejando salir al animal directamente desde la mano del in-
vestigador, como muestra la figura 8. Para el caso de D. rotundus (Phyllostomidae)
se recomienda dejar la bolsa abierta sobre el suelo, ya que para esta especie no
es un impedimento despegar desde ahi, y de esta forma evitamos que la mano
entre en contacto con el animal. Las especies pertenecientes a la Familia Molossi-
dae generalmente no pueden despegar desde la mano del investigador, debido
a que necesitan mayor altura. En estos casos se recomienda buscar un poste de
tres o mas metros de altura (Fig. 8), o un arbol, donde dejar a los murciélagos,
ellos treparan hasta la altura necesaria y se lanzaran al vuelo.

Figura 8. Liberacion de murciélagos. Izquierda: Moldsidos siendo liberados sobre un poste de tres
metros aproximadamente. Derecha: Vespertilionido siendo liberado desde la mano del investigador.
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Anestesia y eutanasia

El método de anestesia recomendado para las especies presentes en Uru-
guay es la anestesia gaseosa con Isofluorano (Mathews et al., 2002; Lewis, 2004;
Wimsatt et al., 2005; Ellison et al., 2006). También se ha utilizado en algunos ca-
sos la anestesia con ketamina, administrada intramuscularmente (Streicker &
Allgeier, 2016). Hasta el momento no hay protocolos aprobados en el pais que
utilicen anestesia para murciélagos. Para procedimientos poco invasivos, como
la extraccion de sangre, se ha mostrado que la no utilizacién de anestesia no
tiene un efecto negativo en la sobrevida de los murciélagos (Wimsatt et al., 2005;
Ellison et al., 2006).

Para la eutanasia, el método mas aceptado es el uso de barbituricos, en par-
ticular pentobarbital sédico combinado con difenilhidantoina. La administracion
puede ser intracardiaca o intraperitoneal (Leary et al., 2013; Sikes 2016). La admi-
nistracion intraperitoneal puede ser dolorosa debido al efecto irritante del com-
puesto, pero la intracardiaca requiere de mayor entrenamiento, especialmente
en las especies pequenas presentes en Uruguay. Los protocolos mas recientes
aprobados en la UdelaR para murciélagos proponen una dosis de 100 mg de
pentobarbital por kg de peso corporal, en administracion intracardiaca. Ademas
de los barbituricos, también se han utilizado diferentes agentes inhalantes, aun-
que varios de estos presentan problemas como la toxicidad para el investigador
(e. g. cloroformo) o los riesgos de transporte (e. g. éter) (Simmons & Voss, 2009).
Métodos fisicos como la dislocacion cervical y la compresién toracica han sido
objeto de larga controversia. Para la American Veterinary Medical Association,
la compresion toracica es inaceptable a menos que el animal se encuentre in-
consciente (Leary et al., 2013), mientras que para la American Society of Mamm-
malogists es un método que puede ser utilizado, especialmente cuando en situa-
ciones en el campo no se cuenta con agentes quimicos (Simmons & Voss, 2009;
Sikes, 2016). La dislocacién cervical, si bien requiere mayor entrenamiento es un
método mas rapido y existe mayor consenso en considerarlo aceptable como
método de eutanasia (Simmons & Voss, 2009; Leary et al., 2013; Sikes 2016). Los
métodos fisicos tienen la ventaja de no requerir el transporte, almacenamiento y
autorizaciéon de sustancias controladas como los barbituricos.

Colecta para colecciones cientificas

El principio general para la preservacion de ejemplares es maximizar la in-
formacién que se guarda de cada animal colectado, utilizando una técnica apro-
piada de preparacion y depositando el ejemplar y las muestras anexas en una
coleccion cientifica acreditada (Sikes, 2016). Las técnicas de preparacion varian
segun el objetivo e incluyen la preparacion de piel, esqueleto, en liquido (alcohol
o formalina), o una combinacién de varias (Simmons & Voss, 2009). Para murciéla-

220



ANA L. RODALES - GERMAN BOTTO

gos, la preparacién en piel conserva parte del esqueleto (miembros) y los vuelve
inaccesibles para estudios morfolégicos. De igual forma, la preparacion de es-
queleto completo implica la destruccion de caracteres externos, especialmente
en las alas. La preparacién en piel se realiza cortando los himeros y fémures y
dejando los huesos distales completos en la piel. Los ejemplares se montan con
las alas plegadas, pero cuidando de exponer todos los dedos para permitir me-
didas de las falanges y metacarpos (Simmons & Voss, 2009). Para la preparacion
en liquido se combina una fijaciéon inicial en formalina al 10% con preservacién a
largo plazo en alcohol etilico al 70% (Simmons & Voss, 2009). La fijacién inicial en
formalina asegura la preservacion de los tejidos y ademas permite la inactivacién
del virus de rabia, disminuyendo el riesgo en el manejo posterior de los ejem-
plares. Debido a que la formalina degrada los acidos nucleicos, es importante
preservar muestras para estudios moleculares previo a la fijacién, para lo que las
muestras de musculo son ideales.
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CAPITULO 19

Avances de estudios en Uruguay: el dilema del control y
erradicacion de las especies exodticas invasoras ante los
requerimientos de la opinion piiblica

Gabriel Laufer!

La necesidad de control de las invasiones bioldgicas

Nos encontramos atravesando una crisis de la biodiversidad de enorme
magnitud, por lo cual se requiere la urgente mitigacién de sus causantes (Rocks-
trom et al., 2009). Entre estos, la introduccidn de especies exdticas es una de las
mayores amenazas a la conservacion de la biodiversidad a nivel global (Maxwell
etal, 2016). La actividad humana, y en especial la globalizacion, ha promovido el
movimiento de muchas especies fuera de sus rangos de distribucion histéricos,
y el problema radica en que algunas de estas especies introducidas son capaces
de invadir, generando importantes efectos negativos sobre la biodiversidad, las
funciones ecosistémicas, la economia y la salud humana y animal (Davis, 2009;
Neill & Arim, 2011; Ricciardi et al., 2017). En 2005, la base de datos de las Listas
Rojas de la Unién Internacional para la Conservacion de la Naturaleza describié
las causas de la extincién de 170 especies nativas, evidenciando que las especies
exéticas invasoras (EEI) contribuyeron a la pérdida del 54%, y fueron el factor
determinante en el 20% de las extinciones. Los efectos negativos de las EEl fue-
ron mayormente asociadas a alteraciones de habitat, depredacién, competencia,
introduccion de enfermedades e hibridacién. Aunque la extincién es a menudo
el resultado extremo de las invasiones, hay otros impactos ecoldgicos y evoluti-
vos, como la homogeneizacién bidtica, que son menos comprendidos y podrian
ser aun mucho mas riesgosos a largo plazo (Clavero & Garcia-Berthou, 2005). En
base a la amplia evidencia empirica, existe un consenso entre investigadores y
gestores acerca de los efectos negativos de varias de las EEl sobre los diferentes
niveles de organizacién ecoldgica y de la necesidad de su control (Simberloff et
al., 2005; Simberloff, 2009; Walsh et al., 2016). Ademas, lejos de ser un problema

1 Area Biodiversidad y Conservacién, Museo Nacional de Historia Natural. Uruguay - gabriel.
laufer@gmail.com
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acotado, las invasiones bioldgicas se mantienen en incremento y se prevé que
seguiran creciendo en el futuro (Seebens et al., 2017).

Este fendmeno no es ajeno a Uruguay, donde se han reportado numerosas
EEI (Fig. 1), con varios efectos no deseados, y por tanto se ha establecido que su
control deberia ser una prioridad nacional (Laufer et al., 2008; 2017; Aber & Ferra-
ri, 2010; Masciadri et al., 2010; Aber et al., 2012; Clavijo et al., 2013; Pereira-Garbero
etal,, 2013). De hecho, Uruguay es signatario de convenios internacionales, como
el Convenio sobre la Diversidad Bioldgica (CDB) y las mas recientes Metas Aichi,
que plantean claramente que para la preservacion de la biodiversidad global
sera necesario dar prioridad a los esfuerzos de gestion, control y erradicacion de
las especies invasoras (Genovesi, 2005; Caffrey et al., 2014). Ademads, la Estrategia
Nacional para la Conservacién y Uso Sostenible de la Diversidad Bioldgica del
Uruguay 2016-2020 plantea como meta el disminuir el nUmero de invasiones en
las diferentes regiones, lo cual se lograra con la prevencién de nuevos ingresos y
la erradicaciéon de las EEl existentes (MVOTMA, 2016). Por tanto, si bien Uruguay
no cuenta aun con muchos planes de control y erradicacion, resulta inminente
su implementacion.
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Figura 1. Algunos vertebrados exdéticos que invaden en Uruguay: la rana toro Lithobates catesbeinaus
(A, foto de Noelia Gobel), el cardelino Carduelis carduelis (B, foto de Alejandro Sosa), el estornino pinto
Sturnus vulgaris (C, foto de Alvaro Castro), el gorrion Passer domesticus (D, foto de Alejandro Sosa), la
liebre europea Lepus europaeus (E, foto de Alejandro Fallabrino) y el ciervo axis Axis axis (F, foto de Ale-
jandro Sosa).

Sin duda la erradicacién o la disminucién de los tamafos poblacionales de
las EEl son las medidas mas eficientes y duraderas a aplicar para conseguir las me-
tas propuestas a nivel internacional (Vitousek et al., 1996; Clout & Russell, 2008).
Sin embargo, dicho control implica un manejo que generalmente recurre a la
manipulacion e incluso el sacrificio de grandes cantidades de ejemplares de las
EEl (Tabla 1). Lo que es mas, este control puede llegar a tener efectos no deseados
sobre especies de la fauna nativa en los sitios invadidos (Rejmanek & Pitcairn,
2002). Por esto, el manejo de la fauna exética invasora es cada vez mas el centro
de atencion publica, debido al dilema existente en “matar para conservar”. Es asi
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que la ética del control letal y/o los impactos del manejo en el bienestar animal,
se plantean como un importante tema emergente asociado a la biologia de la
conservacién y a los programas de gestion (Warburton & Norton, 2009; Cowan &
Warburton, 2011).

Métodos letales

- eliminacion con armas de fuego (tiro)

- caza con arcos

- caza con perros

- uso de explosivos

- electrocucién

- trampas y redes

- cebos envenenados, inyecciones y gases

- control por introduccién de enfermedades
- control por introduccién de depredadores
- pesca

Métodos no letales

- trampas de captura en vivo

- repelentes y medidas disuasorias

- barreras fisicas, como vallas de exclusién
- control de la fertilidad

Paradéjicamente los programas de conservacion y las corrientes animalistas
han generado en la opinidn publica una identificacién con ciertas especies atrac-
tivas, en general aves o mamiferos de gran tamaio corporal (especies carisma-
ticas; Feldhamer et al., 2002; Clucas et al,, 2008). Posiblemente esto haya contri-
buido a generar la fuerte oposicidon al manejo y las matanzas de las EEI (Crowley
etal.,, 2017; Lute & Attari, 2017). Esto no resulta dificil de imaginar en ciertos casos
en los que las especies a controlar y sacrificar, pueden ser tan carismaticas como
los caballos salvajes, que tienen un impacto muy negativo sobre determinados
ecosistemas en Australia (Nimmo & Miller, 2007; Nimmo et al., 2007), o ardillas en
sistemas urbanos de Europa (Genovesi & Bertolino, 2001). Este ultimo caso es un
buen ejemplo en el que los planes de control y erradicacién fueron detenidos
por la presién de la opinidn publica. La ardilla gris americana, introducida en Ita-
lia y las Islas Britanicas esta desplazando a la ardilla roja nativa a través de la ex-
clusién competitiva. En este caso, un proyecto de erradicacién en ltalia, apoyado
por una importante fuerza de ONGs locales, fracasé debido a la fuerte oposicién
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de grupos de derechos de los animales (Genovesi & Bertolino, 2001; Bertolino &
Genovesi, 2003; Genovesi, 2005).

La opinién publica puede ver negativamente las diferentes estrategias de
manejo (Nimmo & Miller, 2007; Miller, 2009), desde las practicas no letales como
las esterilizaciones (Bruce Lauber et al., 2007), hasta las practicas letales, que re-
sultan las mas polémicas (Warburton & Norton, 2009). Por esto, un nimero cre-
ciente de investigadores esta reconociendo que la cuestién de la gestion de las
especies invasoras es mayormente un problema social, que abarca factores poli-
ticos y humanos, en mayor grado que factores cientificos (Reaser, 2001; Crowley
etal., 2017; Lute & Attari, 2017). De hecho, la presencia de pobladores locales apa-
rece como una de las mayores limitantes a alcanzar el éxito en las experiencias de
erradicacién de EEl en islas (Oppel et al., 2011).

Evaluacion del dilema en Uruguay

Considerando que resulta inminente la toma de medidas de control o erra-
dicacién de especies exoticas en Uruguay, se torna necesario el entender como
responderia la opinidn publica (Aber et al., 2012; MVOTMA, 2016). Con esta fi-
nalidad se realizd una encuesta on-line, utilizando la herramienta Formularios
de Google (https://www.google.com/forms). Esta encuesta fue difundida por
listados de correos de diferentes ONGs y centros de formacion, investigaciéon y
gestion, asi como por diferentes paginas y grupos de redes sociales referentes a
medio ambiente, conservacion, invasiones bioldgicas e interesados en la natura-
leza. En dicha encuesta se realizé una serie de preguntas de valoraciéon de las in-
vasiones y el nivel de aceptacién del uso de medidas de control y erradicacion de
EEl en Uruguay. Se planted una serie de ejemplos de especies (ratas, Rattus rattus
y R. norvegicus; jabali, Sus scrofa; caracol rapana, Rapana venosa; carpa, Cyprinus
carpio; rana toro, Lithobates catesbeianus; liebre europea, Lepus europaeus; es-
tornino, Sturnus vulgaris; y ciervo axis, Axis axis) para consultar la aceptacion del
uso de medidas de control que implican sufrimiento animal (pudiendo optar el
encuestado por la no intervenciéon o no matanza, por medidas de control que
eviten las matanzas, por matanzas de caza, pesca, o explotaciones comerciales,
y finalmente por matanzas masivas de control o erradicacion). La encuesta fue
anoénima, de libre acceso y difusion, y estuvo abierta desde el 13 de julio al 8 de
agosto de 2017, alcanzando un total de 663 encuestados que plantearon tener al-
guna relacion o afinidad con las tematicas ambientales. Segun sus datos, los en-
cuestados fueron categorizados como miembros de organizaciones de gestion
(N = 73), miembros de ONGs ambientalistas (N = 76), investigadores en temati-
cas ambientales (N = 98), profesionales especializados en tematicas ambientales
(N =131) y amantes de la naturaleza y los animales (N = 285). En los casos en que
los encuestados pertenecian a mas de un grupo, se categorizaron priorizando el
orden recién mencionado.
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Resulta interesante que la mayor parte de los encuestados consideré que en
Uruguay las invasiones biolégicas son una importante amenaza a la conserva-
cién de la biodiversidad (81,7 %) y que por tanto deberian controlarse (87,1 %). Sin
embargo, resulté mucho menor el nimero de encuestados que manifestd estar
de acuerdo con la utilizacién de métodos de control que impliquen la remocién
y matanza de animales exéticos invasores (46,1 %). Tal vez es mas interesante
considerar los resultados de la valoracion que realizaron los diferentes grupos
sociales sobre las acciones en cada una de las diferentes especies consideradas.
Un bajo nimero de encuestados se opuso a la intervencién o matanza de las
especies menos carismaticas y/o especies plaga (rata, jabali, caracol rapana), pero
esto cambié en las especies mas carismaticas. Si bien todos los grupos socia-
les considerados aumentaron en proporcién la oposicién a toda intervencion, el
grupo de los amantes de la naturaleza y los animales aumenté mas rapidamente
y alcanz6 valores mayores, en relacién a las especies carismaticas. Este grupo al-
canzé altos valores de dicha opinién para el estornino (27%) y el ciervo axis (59%).
El grupo social que se mantuvo en los menores valores fue el de los miembros de
organismos oficiales de gestién (Figura 2). Por otra parte, cuando consideramos
las respuestas de no intervenir y no matar, junto con las de buscar medidas de
control que eviten las matanzas, observamos las mayores diferencias entre los
amantes de la naturaleza y los animales, y el resto de los grupos considerados (Fi-
gura 2). Tanto es asi que este ultimo grupo coincidié con el resto Unicamente en
su opinion sobre el control de las ratas (no oponiéndose a las matanzas), e incre-
mento su oposicidn a las matanzas de cualquier tipo (caza, explotacién comercial
y control o erradicacion) en todas las otras especies, aumentando en relacién a su
carisma. En este caso nuevamente se elevé también la oposicién a las medidas
de control que incluyan matanzas de todos los grupos, para el estornino y en
menor medida para el ciervo axis (Fig. 2).
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Figura 2. Evaluacién de opiniones de personas de diferentes grupos sociales asociados a temas am-
bientales (miembros de organismos de gestidon: miembros de ONG ambientalistas, investigadores en
temas ambientales, profesionales en temas ambientales, amantes de la naturaleza o los animales) so-
bre las medidas éticas de manejo a un conjunto modelo de especies exdticas invasoras en Uruguay
(ratas, jabali, caracol rapana, rana toro, liebre europea, estornino pinto y ciervo axis). Arriba se presentan
los que respondieron a la encuesta excluyendo todo tipo de manejo e intervencién, y debajo se pre-
senta el total de los que no aceptan ninguna intervencion y/o aceptan solo medidas de manejo que
eviten las matanzas.

El resultado de esta encuesta es la primera informacién acerca de los posibles
conflictos éticos sobre el control de las EEl en Uruguay. Si bien esta consulta no fue
realizada a la opinién publica en general, restringiéndose Unicamente a las perso-
nas que expresaban algun tipo de relacién -o al menos afinidad- con las temati-
cas ambientales, sus resultados brindan una informacion interesante acerca de los
grupos que lideran este tipo de debates a nivel internacional (Crowley et al., 2017,
Lute & Attari, 2017). Podemos observar dos resultados mayormente relevantes de
la encuesta, por un lado, la diferencia existente entre las posiciones de los aman-
tes de la naturaleza y los animales con respecto a los grupos sociales considera-
dos, y por el otro, una tendencia comun a todos los grupos de elegir medidas que
eviten las matanzas en las especies mas carismaticas (Perry & Perry, 2008). Dicha
preocupacién comun de los diferentes grupos involucrados ya ha sido documen-
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tada en otras regiones, evidenciando una preocupacién social general de evitar
el sufrimiento animal (Bremner & Park, 2007; Garcia-Llorente et al., 2008). De todas
formas, la distancia observada en la aceptacién de los métodos de control, entre
los colectivos mas asociados a la gestidn, la conservacién y la investigacion, y el
grupo de los amantes de la naturaleza y los animales, puede ser interpretada en
asociacién a la distancia entre quienes cuentan con el conocimiento del problema
gue implican las EEl y quienes tienen una versién mas romantica y distante del
estudio de la biodiversidad local (Bremner & Park, 2007). De hecho, se han repor-
tado este tipo de diferencias entre ciudadanos rurales y urbanos, por su diferente
proximidad a los sistemas naturales (Naughton-Treves et al., 2003).

Algunas ideas que pueden ayudar a mitigar los conflictos

Considerando que laimplementacién de planes de gestién de EEl es una ne-
cesidad en la regién (Anderson & Valenzuela, 2014), debemos comprender que la
aprobacién del manejo por parte de la opinién publica es una de las claves para
el éxito (Mack et al,, 2000). Entendiendo que la preocupacién ética es comun a
todos los grupos sociales considerados, debemos analizar y plantear una vision
acerca de como acortar distancias de opinion y lograr los objetivos nacionales e
internacionales de conservacion de la biodiversidad. Para eso, se plantea a con-
tinuacién una serie de ideas que pueden apoyar a la generacién de consensos
sociales, acercando a las diferentes partes para evitar el conflicto frente a los di-
ferentes planes de gestion de las EEl Uruguay.

(ategorizar, evaluar e identificar en el terreno las especies exoticas prioritarias

Se debe evaluar y focalizar claramente en las especies prioritarias a contro-
lar, siguiendo los protocolos existentes de analisis de riesgo (Lodge et al., 1998;
2006). Ademas, se debe contar con informacién disponible a todo publico, con
datos de distribucion geografica y métodos de identificacion y reporte de dichas
EEIl. Seria conveniente involucrar a las diferentes fuerzas sociales en el seguimien-
to de las invasiones, especialmente a los amantes de la naturaleza y los animales,
ademas de investigadores y gestores (Hattingh, 2001). Existe una gran oportu-
nidad para esto en las nuevas tecnologias, las redes sociales y los programas de
participacion ciudadana en la investigacion y la conservacion.

Educar sobre la biodiversidad local y las amenazas a su conservacion

Para poder valorar se debe conocer la biodiversidad nativa, por lo que re-
sulta urgente la educacion efectiva de la poblacién, especialmente de aquella
gue se encuentra en los sitios donde se deben controlar las invasiones (Speziale
et al.,, 2012). La presentacion del problema de una especie exética invasora a un
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publico que ignora el valor de la biodiversidad nativa, puede ser uno de los gene-
radores de conflictos. Una vez conocida y valorada la biodiversidad local, se debe
generar la consciencia sobre los riesgos asociados a las especies invasoras y sus
efectos en la calidad de vida, la economia y la conservacién de la biodiversidad
local. De esta forma se podrian acortar las distancias en el conocimiento, logran-
do una comprensién mas cabal de la situacién.

Concientizar en la idea de que la de pérdida de biodiversidad es también
un gran sufrimiento animal y humano

Existe hoy en la opinién publica, en los animalistas y en otros colectivos so-
ciales, un reclamo tendiente a disminuir el sufrimiento animal —asociado a las
actividades que son mas visibles (como maltratos, caza, matanzas)- pero, en ge-
neral, se ignora otro tipo de sufrimiento menos visible. Por ejemplo, enfrentar-
se a un depredador o un gran competidor no conocido puede generar un gran
sufrimiento a un animal, tal como enfrentarse a una alteracion intolerable del
ambiente, a la falta de recursos, a una enfermedad o a la disminucion de su po-
blacion. Esto es lo que estan generando algunas de las invasiones sobre la fauna
nativa y no hacer nada es estar permitiendo que se establezca el sufrimiento so-
bre toda la comunidad, solo porque no lo queremos ver. Todos esos efectos ge-
nerados por las EEl deben ser comunicados y valorados como parte del debate,
dimensionando el sufrimiento de toda la comunidad nativa, como entidad Unica
y caracteristica de la regién (Estévez et al,, 2015).

Involucrar a la sociedad en los problemas de las EEl y en su solucidn

Los temas ambientales no pertenecen a los cientificos ni a los gestores, son
un asunto social prioritario sobre el que todos deberian informarse y opinar. En-
tendiendo que ya que no contamos con sistema pristino en Uruguay, y que el
mantenimiento de nuestra biodiversidad dependera cada vez mas de la gestién,
debemos poner en discusién la implementacién de medidas de control de las
EEI. Sin embargo, este tipo de decisiones deben involucrar a los diferentes gru-
pos sociales y especialmente a los pobladores locales de las areas invadidas. El
involucrar a los diferentes colectivos sociales en las etapas de decision y ejecu-
cién de los planes de manejo de EEl, evitara la existencia de grupos ejecutores y
otros pasivos evaluadores de la gestion (Estévez et al., 2015; Crowley et al., 2017).
El éxito de esta gestidn estara sujeto a que las decisiones dificiles de control y
erradicacion, se tomen e implementen por los diferentes grupos sociales. Consi-
derando que en todos los grupos existe una sensibilidad a las matanzas, se de-
ben analizar en base al conocimiento existente, los costos de no intervenir y las
diferentes medidas a tomar.
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Revisar el marco legal

Se debe adecuar la legislacién y sin duda no pueden utilizarse los mismos
criterios de bienestar animal de experimentacién o produccién al manejo de EEI.
Existe una serie de incompatibilidades dificiles de resolver y el modelo de imple-
mentacién de protocolos de ética de experimentacién animal no parece apli-
cable al control de exdticas (Treves & Naughton-Treves, 2005; Buckley, 2008). La
necesidad de eliminar cantidades importantes de animales, por periodos prolon-
gados y de maximizar el efecto, complica la implementacién de protocolos de
bienestar animal. Ademas, se trata un trabajo de campo de gran escala, realizado
muchas veces con voluntarios o funcionarios no especializados. En la literatura
se identifica una serie de riesgos asociados a las diferentes medidas de control
(Tabla 2), que deben ser considerados para generar protocolos que eviten o dis-
minuyan el sufrimiento. Dichos protocolos deberian proveer de un mecanismo
agil de autorizacion y evaluacién de medidas de manejo frente a la deteccién de
nuevos focos de invasiones peligrosas (Sharp et al., 2011).

Método Factores que afectan el bienestar animal

lesiones por trampas de restriccion y otros efectos de la captura
(fisioldgicas, el estrés, la angustia, la hipotermia/hipertermia, la
inanicion)

Trampas

permanencia por periodos prolongados en trampas

huida de animales lesionados

productos de largo periodo de accién

Envenenamientos  efectos no deseados

riesgo de intoxicacion subletal

estrés de disparo/malestar durante la caza

Caza conrifle
huida de animales lesionados

estrés de la persecucién

Caza con perros huida de animales lesionados

herida y muerte de perros

En conclusién, cualquier plan de manejo de EEl deberia considerar la dimen-
sion social para lograr un éxito sostenido en el tiempo (Larson et al., 2011). Pero
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esto no sera suficiente si no se trabaja en un nuevo concepto de valoracién en
la opinién publica de la conservacién de la diversidad de los ecosistemas y las
especies nativas, que justifiquen la aplicacién de medidas de control. Para ello,
se hace necesario educar, mostrando cudles especies invasoras son las realmente
peligrosas y qué efectos podria causar el no removerlas. Esto debe hacerse con
un especial esfuerzo en transmitir claramente el conocimiento cientifico a los di-
ferentes actores involucrados (Shine & Doody, 2011).

En los casos en que el riesgo de no ejercer un control sea muy alto, se debe
contar con un respaldo administrativo para generar acciones. Para esto resulta
necesario generar sensibilizacion social, revisar y adecuar el marco legal, y es-
tablecer procesos de consulta y participacion en la toma de decisiones (Garcia-
Llorente et al.,, 2008). En este contexto es fundamental el fomentar la creacién
de politicas estatales sobre el control de EEl, que mantengan las buenas prac-
ticas de bienestar animal, evitando o minimizando, en la medida de lo posible,
el sufrimiento y maximizando los beneficios para la biodiversidad nativa y los
pobladores locales.

Finalmente, dado el efecto y los posibles conflictos asociados a las EEl, debe-
mos reforzar los mecanismos de prevencién (Genovesi, 2005). Por tanto, el anali-
sis de riesgo previo a la autorizacion de una nueva introduccion debe considerar
los aspectos de posibles complicaciones éticas o de oposicién de la opinién pu-
blica a las medidas de control (especialmente en animales carismaticos). La evi-
dencia muestra que, si bien hay mucho para aprender aun, cada vez se contara
con mas herramientas y el resultado de las erradicaciones resulta muy alentador
(Ricciardi et al., 2017; Prior et al., 2017). La remocién de especies exdticas, junto
con la restauracién son una gran herramienta que debe ser considerada en los
programas de conservacion nacionales y regionales (Zavaleta, 2002; Genovesi,
2005). Sin duda involucrar a los diferentes actores sociales, y que estos puedan
visualizar sus beneficios es uno de los mayores desafios del control de especies
invasoras a futuro.
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CAPITULO 20

Desarrollo estadistico como herramienta experimental

Matias Arim' - Mariana Meerhoff?

Introduccion

En este capitulo nos centraremos en la importancia del disefio de muestreo
o del experimento, en cualquier actividad cientifica, pero muy en particular en
aquella investigacion que involucra animales. Lo que hacemos los bidlogos (en
sentido amplio) es importante desde muchos puntos de vista, inclusive para
contribuir al bienestar presente y futuro de la sociedad. Como hacemos lo que
hacemos es, por lo tanto, sumamente importante (Underwood, 1997). Este capi-
tulo toma elementos tratados en varios libros fundamentales para investigado-
res que hacen trabajo de campo y trabajo experimental, asi como se nutre de la
experiencia acumulada a lo largo de muchos proyectos de investigacién junto
con otros colegas.

Todos los procedimientos estadisticos deben estar supeditados a los con-
ceptos bioldgicos que se quiere investigar. La l6gica, la estadistica y el disefio
del estudio son fundamentales para atravesar la complejidad biolégica y generar
conocimiento para comprender los sistemas naturales y para lidiar adecuada-
mente con ellos. Lograr un disefio bien pensado es clave para la aplicacién de
estadistica con sentido, la realizacién de pruebas de hipétesis y la obtencién de
resultados utiles, realizando el esfuerzo humano y material adecuado (Jongman
et al, 1995) y con el menor dafio animal posible. Por el contrario, un mal disefio
genera resultados que tienen baja o nula relevancia para la comunidad cientifica
y la sociedad en general, o que incluso pueden ser usados como base para una
toma de decisiones no apropiada, por ejemplo, en programas de conservacion
de la biodiversidad, o en la definicién de estrategias o prioridades para el moni-
toreo, etc. Un mal disefio, ademas, frecuentemente conlleva un mayor costo eco-
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némico y de esfuerzo humano y, sin duda, a un mayor impacto ambiental de la
investigacion, en particular, un sacrificio o dafio innecesario a los animales objeto
o parte del estudio. Habiendo métodos para minimizar esos costos e impactos,
hacerlo es un imperativo ético.

Todo proyecto de investigacidon debe basarse en un planteo explicito del
problema y de los objetivos. Sin esa etapa, en medio del cimulo de detalles de
la planificacion del estudio, es facil tomar decisiones que en realidad atentan
contra los objetivos originales (Cochran, 1963). El establecimiento de los objeti-
vos guia las decisiones que se deben tomar sobre los tratamientos posibles, las
variables explicatorias y las variables respuesta, de forma de evitar metas caras,
irrelevantes o incluso imposibles de obtener. En el caso de incluir varias discipli-
nas o varios investigadores, es fundamental, ademas, que todas las partes estén
de acuerdo con esos objetivos y con los criterios que determinaran si el objetivo
se ha cumplido o0 no, o con los cambios que surjan sobre la marcha de la investi-
gacion (Box, 1976).

Es importante tener en mente que el propésito del proyecto de investiga-
cién restringe la forma en la que los datos seran colectados e interpretados. Un
grupo de datos utiles para un objetivo, puede ser totalmente inapropiado para
otro objetivo. La especulacion tedricay la colecta de datos deben ser actividades
conectadas, lo que sucede a través de procesos iterativos de ajuste (Box, 1976).
En esa conexion entre teoria y practica la metodologia estadistica juega un pa-
pel clave, mediante métodos y técnicas que permiten que ese proceso iterativo
ocurra de manera fluida. Para aplicar esos métodos y técnicas de forma adecua-
da es fundamental contar con lineamientos, que se desarrollan en las siguientes
secciones.

Marco conceptual y prueba de hipdtesis

Si bien existen diversos marcos conceptuales en la ciencia, y en la biologia en
particular, es clara la necesidad de contar con un procedimiento l6gico que per-
mita identificar las explicaciones mas probables para los fenémenos bioldgicos
(Underwood, 1997). Cualquier proyecto de investigacién es uno de los pasos en
una secuencia de pasos ldgicos. Es interesante considerar que las observaciones
que luego son descritas como patrones o fenédmenos bioldgicos dependen, en
gran medida, de factores subjetivos, incluyendo caracteristicas personales de los
investigadores y su contexto historico y cultural. Por ello, una caracteristica clave
de la investigacidn cientifica, y que la diferencia de otras areas del conocimiento,
es que sigue un método con marcos conceptuales claros, de forma de ser evalua-
ble por terceros en el momento actual y en el futuro.

Establecer hipétesis, articular sus predicciones, disefar y ejecutar experi-
mentos o muestreos validos, y colectar, organizar y resumir los datos, son pa-
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sos previos al uso de los tests estadisticos (Gotelli & Ellison, 2004). Las hipotesis
son explicaciones posibles (las causas) de fendmenos observados en el mundo
real (los efectos). Una hipdtesis cientifica es una explicacién légica que describe el
mecanismo por el cual ocurre ese fendmeno, que surge de un modelo o teoria
cientifica, de las observaciones mismas, de la literatura cientifica, o incluso la in-
tuicion del investigador (Gotelli & Ellison, 2004). La hipétesis cientifica debe ser
pasible de ser puesta a prueba, y la colecta de datos apropiados deberia permitir
modificar, rechazar o sostener esa hipétesis (Underwood, 1997). Si esa hipétesis
es cierta, entonces esperamos observar determinada respuesta (e. g. determi-
nado valor de una variable, determinada relacién entre variables, determinada
diferencia entre grupos de datos) a partir de los datos obtenidos en el muestreo
o experimento. Esto ultimo constituye la prediccién generada por la hipétesis de
trabajo, la que idealmente no deberia ser generada por otras explicaciones o hi-
potesis alternativas. Es importante tener clara la diferencia con la hipétesis esta-
distica, en particular la hipdtesis estadistica nula, que es una herramienta estadis-
tica usada para evaluar dichas predicciones. En general es la hipétesis basada en
el patrén esperado en ausencia de efectos o, dicho de otra forma, es la hipotesis
de “ausencia de patrén” (e. g. ausencia de relacién entre variables o ausencia de
diferencias entre grupos de datos, mas alla de las esperables por la variacion al
azar entre los grupos).

Dos de las aproximaciones mas importantes que guian la puesta a prueba
de hipétesis cientificas son la deduccién y la induccién, ambas usadas amplia-
mente en el razonamiento cientifico. La deduccién parte del caso general y con-
cluye sobre el caso especifico, mientras que la induccidn generaliza a partir de
casos especificos. La primera, por lo tanto, realiza inferencias con certeza, mien-
tas que la segunda hace inferencias probables. El método inductivo parte de una
observacion y enfatiza el vinculo entre los datos y la teoria, construyendo y mo-
dificando en forma explicita la hipotesis generada. En ese sentido, es un método
gue pretende confirmar la hipdtesis de trabajo. Actualmente, el método se ha
modernizado (mediante la inferencia Bayesiana) de forma de usar el conocimien-
to cientifico previo para la generacién de hipotesis nulas realistas o informadas
(se sugiere leer Gotelli & Ellison, 2004, en caso de querer profundizar sobre esta
aproximacién y tener un pantallazo de discusiones epistemoldgicas sobre el mé-
todo cientifico).

El método hipotético-deductivo, por el contrario, no busca confirmar las hi-
potesis planteadas para explicar un fendmeno biolégico, sino que se basa en
un proceso de sucesivas falsificaciones de las hipétesis alternativas incorrectas.
La hipotesis que sobreviva a ese proceso es la que se considera aceptada por el
momento, nunca confirmada (Fig. 1).

En cualquiera de los casos y aproximaciones, es fundamental tener presen-
te que aceptar o rechazar una hipétesis estadistica, producto de un disefio de
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estudio particular y en el marco de un proyecto especifico, no es lo mismo que
aceptar o rechazar una hipétesis cientifica de un fenémeno o patrén biolégi-
co. Cuando una hipétesis nula (i. e. ausencia de patrén) no puede rechazarse (o
falsificarse) con los datos colectados, los datos pueden o no apoyar las predic-
ciones generadas por la hipétesis cientifica correspondiente. La hipétesis esta-
distica nula e hipotesis estadistica alternativa refieren sélo al patrén presente en
los datos colectados. Es el investigador quien luego realiza inferencias sobre los
mecanismos bioldgicos subyacentes a ese patron observado. El test estadistico
indica qué tan probable o improbable es el patréon observado, suponiendo que
la hipétesis nula sea correcta. Asimismo, no poder rechazar una hipétesis nula no
es lo mismo que aceptarla, y la ausencia de evidencia no es lo mismo que eviden-
cia de ausencia. En la misma linea, la significancia estadistica no es sinénimo de
significancia bioldgica, y viceversa.

Observaciones

/‘ patrones espacio-temp —\

Modelo B . Mt')delo A i Modelo C
explicaciones o teoria explicaciones o teoria explicaciones o teoria
v v : 2

L. o Hipotesis A L. o
Hipétesis B predicciones predicciones basadas en Hipétesis C predicciones
basadas en modelo modelo \ basadas en modelo
. Z

Hipétesis nula
opuesto légico a la Hp

b

Nuevas observaciones
prueba Hp nula
no si

v

¢Coinciden con las
predicciones? “Verdad aceptada”

Retengo Hp. o
rechazo Hp Ay reviso
otro modelo

Rechazo Hp. o

vuelvo a modelo,
iteraciones

Falsificacion
multiple

Figura 1. Modelo Hipdtetico-Deductivo, basado en el método deductivo de Isaac Newton vy la falsifi-
cacién de las hipotesis incorrectas, propuesta por Karl Popper en el siglo XX. Modificado de Gotelli &
Ellison (2004) y Underwood (1997).
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Colecta de datos

Planificacion del estudio

Esta seccidn se basa fuertemente en el libro de Sutherland (2006), que
recomendamos para todos aquellos investigadores que colectan datos
en terreno. Un investigador experimentado usualmente considera todos
los pasos de la Tabla 1 en forma simultanea, y explora diferentes combi-
naciones de preguntas y analisis. Sin embargo, en la mayoria de los casos
puede ser util aplicar la planificacién inversa sugerida por Sutherland: co-
menzar por el final.

1. {Cudl es la pregunta especifica?

2. ;Qué resultados son necesarios para contestar esas preguntas?

3. ;Qué datos se necesitan para completar esos resultados?

4. ;Qué protocolo se requiere para obtener esos datos?

5. ;Es posible colectar esos datos con el tiempo y recursos disponibles?
6. Modificacion del plan segun el tiempo y los recursos disponibles.

7. Creacion de las planillas de datos.

8. Comenzar y enfrentarse a la realidad.

iCudl es la pregunta especifica?

La o las preguntas a contestar con la investigacién deben ser claras y prac-
ticables en el tiempo disponible y los recursos humanos y materiales existentes.
Las mejores preguntas son aquellas para las cuales hay una respuesta especifica,
y no aquellas excesivamente amplias o abiertas (salvo que el objetivo del proyec-
to sea describir patrones para los cuales se carece totalmente de antecedentes).
Esta pregunta especifica puede desglosarse en el “quién”, el “qué”, el “cémo”, el
“dénde” y el “cuando” asociados. Para definir y luego contestar adecuadamente
estas preguntas es fundamental conocer la biologia de la o las especies de in-
terés. La identidad de las especies determina aspectos como su tamaifo corpo-
ral (lo que determina el tamafo de las unidades de muestreo o de las unidades
experimentales y los métodos necesarios), su forma de distribucién espacial (e.
g. agregada o en parches versus homogénea, los habitats donde es esperable
encontrarla, etc., lo que determina el esfuerzo y la localizacién de las unidades
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muestreales), su periodo de actividad a distintas escalas temporales (e. g. diaria
versus intraanual, lo que determina el momento ideal del dia y del afio para la
realizacién del muestreo o del experimento), su densidad posible (lo que deter-
mina el esfuerzo de muestreo y la unidad apropiada de superficie o volumene. g.
cm?, m?, km?), y la variabilidad temporal interanual si el nivel de interés es la po-
blacién o la comunidad (lo que determina la duraciéon deseable del estudio). En
la seccién 5 analizamos cémo traducir estos aspectos cualitativos en definiciones
concretas mediante la estadistica.

{Qué resultados se necesitan para contestar esa pregunta?

Este paso implica planificar los analisis que pueden contestar esa pregunta
en forma efectiva. Sutherland sugiere el criterio de definir y esquematizar una
cierta cantidad de graficos y tablas que se precisan para responder esa pregunta
y que potencialmente van a usarse en el producto escrito de la investigacion
(tesis, articulo, etc.). Este ejercicio puede contribuir a pensar en lo que se esta
tratando de alcanzar, ayudando a discriminar entre la informacién esencial, la
interesante pero no imprescindible, y la directamente accesoria. Los andlisis esta-
disticos subyacentes al disefio de muestreo o del experimento muchas veces se
desprenden de esa presentacion esquematica de los resultados a obtener. Puede
ser util discutir esa presentacién con otros colegas. A modo de ejemplo, figuras
del tipo puntos y lineas que involucran dos variables generalmente reflejan ana-
lisis de correlacion o regresiones; los histogramas suelen asociarse a tests de Stu-
dent (test de T), Andlisis de Varianza o Covarianza (ANOVA y ANCOVA), mientras
que las tablas pueden estar vinculadas a analisis de datos de frecuencia como
el X2. Este tipo de ejercicio ayuda a definir como se analizaran los datos, lo que
ayudara a mejorar el disefio de la colecta si fuera necesario, aprovechando la
oportunidad para maximizar los resultados minimizando el esfuerzo e impacto
de la investigacion. Dentro de las representaciones graficas hay muchas posibi-
lidades para los mismos datos, pero no todas las posibilidades tienen el mismo
impacto o transmiten la misma cantidad de informacion. Para facilitar la eleccién
es fundamental tener en cuenta a quién va dirigido el mensaje. En cualquier caso,
puede ser util discutir esa presentacién con otros colegas y evaluar si coinciden
con el abordaje estadistico asociado.

{Qué datos se necesitan para completar esos resultados?

De acuerdo a esta guia sugerida de actividades, una forma sencilla y prac-
tica de contestar esta pregunta es que los datos que se requieren son aquellos
necesarios para realizar adecuadamente las figuras esquematizadas en el paso
anterior, ademas de aquellos datos que ayudan a interpretar o contextualizar los
resultados principales. Las caracteristicas de los datos incluyen la cantidad de da-
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tos minima necesaria para que los analisis estadisticos tengan sentido, incluyen-
do el nimero de individuos que deben monitorearse/muestrearse, la superficie
del area a muestrear, el nimero de réplicas, etc. Ademas de las caracteristicas
bioldgicas de las especies de interés que fueron mencionadas mas arriba, estas
definiciones también dependen de qué tan fuertes sean las relaciones entre las
variables de interés o la magnitud esperable de las diferencias entre los trata-
mientos o factores de un experimento, asi como la variabilidad esperable dentro
y entre las unidades muestreales y/o experimentales (ver seccién “Guia...” sobre
el final del capitulo). Evidentemente, la informacién y el conocimiento previo son
fundamentales para adecuar el esfuerzo de muestreo o de los experimentos. En
ausencia de informacién previa, la realizacion de muestreos o experimentos pi-
loto es fundamental para estimar la magnitud de los efectos a detectar y ajustar
el disefo de forma consecuente, como se desarrolla mas adelante (Underwood,
1997). En aquellos (pocos) casos en los cuales no es factible realizar pilotos, y
se carece totalmente de informacién, varios autores recomiendan que se tomen
al menos 20 muestras para estudios del tipo correlacional o regresional, o que
usaran histogramas. Si bien este nimero es arbitrario, suele ser util (Sutherland,
2006). Si lo mas probable es que las diferencias o los efectos a analizar sean leves,
o la variacién entre muestras se supone que sera alta, seguramente este nUmero
resultara insuficiente. Por el contrario, si lo mas probable es que los patrones sean
fuertes y consistentes, y la magnitud de los efectos sea alta, un menor nimero
de muestras puede ser suficiente. Los calculos necesarios para determinar el nu-
mero de muestras para obtener la precision deseada se presentan mas adelante.

iEs posible colectar esos datos con el tiempo y recursos disponibles?

La determinacién real del tiempo necesario para colectar los datos es un
paso fundamental y, en muchos casos, también es un requisito en los proyectos
o tesis que concursan por financiacién. Es extremadamente frecuente que prime
el optimismo y la ambicién en las metas a la hora de definir los tiempos destina-
dos a la investigacion, por sobre el realismo y la evidencia empirica de los investi-
gadores. Si el tiempo parece ser insuficiente, seguro lo sera. En ese caso, lo mejor
es modificar el proyecto y rever objetivos, antes que abandonar secciones de él
sobre la marcha y poner en riesgo todo el proyecto. En la planificacion del tiem-
po destinado a colectar muestras, Sutherland sugiere seguir los siguientes pasos:

1. Definir el tiempo disponible (i. e. el nUmero de dias para destinar al mues-
treo). Para ser realista, dentro de ese nimero se debe incluir margen para
que ocurra alguna baja de algun miembro del equipo, traslado entre sitios
de muestreo, fallas en el equipamiento técnico y necesidad de compra de
insumos, mal tiempo que impida salir a terreno, entre otros “imprevistos”
que deberian preverse, ya que indefectiblemente ocurren.
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Definir las tareas en campo y cuantas veces se van a realizar. Estimar la du-
racion real de cada tarea, en horas, dias o la unidad que corresponda para
cada tarea. Esto es particularmente relevante para actividades que no se han
realizado antes (por todos o algunos miembros del equipo). Se debe consi-
derar que dificilmente todos los miembros del grupo trabajen con el mismo
entusiasmo y con la misma eficiencia que el investigador mas experimenta-
do o responsable.

Jerarquizar las actividades, priorizando realizar primero las indispensables
para obtener los datos imprescindibles y solo luego, las actividades que “con
un pequeno esfuerzo extra” generarian datos potencialmente interesantes
pero fuera del plan original. Considerar si el tiempo disponible es realmente
suficiente y armar un calendario realista, sin olvidar los “imprevistos”. Ajustar
los objetivos si es necesario.

Diseno del estudio

Esta etapa implica traducir los objetivos del proyecto a metas especificas,

y las hipétesis bioldgicas a hipdtesis estadisticas. El disefio del estudio o disefio
experimental puede definirse como un esquema que resume el procedimiento
a seguir de principio a fin (Fig. 2). Muchas veces estas actividades son desarrolla-
das de manera intuitiva por parte de investigadores experimentados, quienes
frecuentemente dan mas foco a unas actividades sobre otras en funcién de sus
intereses particulares o su experiencia. Si bien no siempre es posible (y en algu-
nos casos no todos los pasos son necesarios), es conveniente considerar todas las
actividades que se describen a continuaciéon (Jongman et al,, 1995).

1.

El planteo del problema en términos estadisticos. ;A qué poblacion estadis-
tica se dirige la investigacion? ;Qué hipotesis estadisticas estan bajo consi-
deracion? ;Qué parametros se quiere estimar?

La descripcion del objeto de estudio (definicién de la unidad experimental
o de muestreo).

La explicitacién de las variables respuesta (dependiente), la variable expli-
catoria (independiente) y los tratamientos (en términos de factores y niveles
de esos factores).

El disefio de un procedimiento para la asignacién de tratamientos a las uni-
dades experimentales o un procedimiento aleatorio para la seleccién de uni-
dades de muestreo (e. g. muestreo totalmente aleatorio, muestreo aleatorio
estratificado, muestreo sistematico).

La explicitacién de las variables a observar, los métodos de observacion re-
levantes y las escalas de medida a usar.
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6. Ladeterminacién de la exactitud y precision deseada de los métodos de ob-
servacion a usar. Esto incluye la exactitud y precisién de los equipos, pero
también la resolucién taxonémica de los organismos a muestrear.

7. Ladeterminacién de la duracion deseada y el tamafo del estudio. El uso de
analisis de poder estadistico es fundamental para esto.

8. Laexplicitacion de los métodos estadisticos que se usaran en el andlisis (con-
siderando sus supuestos y limitaciones), el planteo de un esquema de ana-
lisis y un marco para la representacion de los resultados (e. g. figuras, tablas,
diagramas).

9. La evaluacién de los objetivos y definicidon de los criterios relevantes para
evaluarlos, en funcién de todas las actividades anteriores.

Poblacién de datos,
procesos a observar e Muestreo al azar, o
hipétesis bien definidos asignacion de
tratamientos al azar
Metas y (segun objetivos)
Preane [ ( Requisitos ideales de

Probabilidades
establecidas de
antemano para
falsificar hipdtesis

un buen diseio

Disefio basado en esos requisitos y
consideraciones de esfuerzo y ética

Método analitico apropiado para esos requisitos

(
Conclusiones que conciernan a las
preguntas planteadas en el estudio
(ser cuidadoso y autocritico!)

Figura 2. Secuencia de requisitos que debe tener un buen disefio de muestreo o disefio experimental,
para permitir la aplicacion de tests estadisticas con sentido y con el menor costo humano, econémico
y animal. Basado en texto de Jongman et al. (1995).

Tipos de estudio
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Los estudios se clasifican de acuerdo a su propésito. Algunos autores sepa-
ran los estudios en explicatorios versus pragmaticos (los primeros buscan com-
prender algun fenédmeno, mientas que los segundos tienen una meta practica
o tecnoldgica), o entre estudios exploratorios versus confirmatorios (Jongman
et al., 1995). Un estudio exploratorio busca detectar relaciones que constituyan
el primer paso en investigaciones siguientes destinadas a probar hipétesis cien-
tificas, mientras que uno confirmatorio busca obtener pruebas estadisticas so-
bre un mecanismo o proceso. Esto se logra mediante la aplicacién de test de
hipétesis y estimacién de pardmetros. Ademas de estas clasificaciones, el tipo
de estudio involucra diferentes niveles de realismo, que varia en forma inversa a
su capacidad de evaluar mecanismos o encontrar relaciones causa-efecto entre
variables. Esto afecta evidentemente el alcance de las conclusiones a extraer del
estudio, y por ello es fundamental conocer las ventajas y desventajas, asi como
los supuestos subyacentes a cada tipo de estudio.

Estudios descriptivos u observacionales

El investigador no tiene control sobre los datos, por lo cual la deteccién de
relaciones entre variables es posible pero especulativa, y la explicacién real de los
patrones encontrados puede no ser evidente, ya que incluso puede estar entre el
conjunto de variables que no fueron medidas. Estos estudios permiten generar
hipétesis sobre los patrones observados, que seran evaluadas en futuros trabajos
(Fig. 1). En general, es raro que las observaciones se realicen como si no hubiera
conocimiento biolégico o ecoldgico previo. Varios autores sostienen que los in-
vestigadores estamos sesgados a observar el mundo de cierta forma, de acuerdo
a modelos, teorias o paradigmas previos, sin ser conscientes de nuestras propias
limitaciones (Underwood, 1997). Las observaciones o medidas raramente se ha-
cen como si la colecta de dichos datos fuera el Unico objetivo, casi siempre se
hacen en relacién a una teoria existente, con el objetivo (a veces no explicitado)
de determinar si las mediciones encajan con preconceptos o expectativas prove-
nientes de esa teoria, como se plante en la seccion Marco conceptual.

Muestreos

A diferencia de un censo, en el que el investigador pretende contar absoluta-
mente todos los individuos de la poblacién de interés, en este caso el investigador
toma una muestra siguiendo criterios estadisticos establecidos de una poblacion
estadistica (poblacion de datos) bien definida. Estos estudios también permiten
generar hipotesis y permiten realizar inferencia estadistica, generando buenas
descripciones de las poblaciones y de las diferencias entre las poblaciones de
datos. Sin embargo, las relaciones entre variables siguen siendo especulativas. En
este tipo de estudios, los procedimientos seguidos para obtener las muestras (e.
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g. muestreos totalmente aleatorios, aleatorios estratificados, o muestreos siste-
maticos, como aquellos con transectas) son fundamentales para asegurar su re-
presentatividad. Nuevamente, el conocimiento del investigador sobre la biologia
de las especies, sus habitats, la variabilidad espacial y temporal en terreno, y las
limitaciones o sesgos de los equipos de colecta, es pieza fundamental del éxito
de los muestreos. Los muestreos estratificados, por ejemplo, toman en cuenta
la heterogeneidad en la poblacién de datos que se estd muestreando (dada, a
modo de ejemplo, por distintos habitats en la zona de estudio). La poblacién
(de datos) esta dividida en niveles o estratos que representan claramente grupos
de unidades dentro de la poblacién general. Este muestreo colecta una serie de
datos dentro de estos grupos en forma independiente (y aleatoria) y genera esti-
maciones mas representativas.

Modelos

Al igual que en los experimentos, el investigador selecciona y define las va-
riables de interés. Esta aproximacion también permite poner a prueba hipétesis 'y
evaluar vinculos entre variables, asi como estimar en forma tedrica las respuestas
del sistema frente a variacion de las variables. En muchos casos, la simplificacion
de la realidad puede ser aun mayor que en el caso de los experimentos, siendo
otra desventaja, su gran sensibilidad y dependencia respecto de los supuestos
del modelo. Por otra parte, los modelos brindan gran flexibilidad al investigador
y, en principio, tienen impacto ambiental nulo, ya que pueden basarse en rela-
ciones esperadas tedricamente entre variables y/o en datos generados previa-
mente.

Experimentos (o bioensayos)

El investigador disefia y controla el sistema bajo estudio y define los proce-
dimientos a seguir. Los experimentos son la alternativa mas indicada para poner
a prueba hipoétesis en un marco légico y usar los resultados para evaluar teorias
e hipdtesis de manera empirica. Si el estudio esta bien disefiado, permite evaluar
la relacién causal entre variables y comprender mecanismos detras de las obser-
vaciones. Su desventaja principal es la simplificaciéon de la realidad, ya que, en
el mejor de los casos, unas pocas variables son incluidas. Los resultados son de-
pendientes de las definiciones del investigador, y la extrapolacién al mundo real
debe hacerse con mucho cuidado. Dentro de este tipo de estudio existen varian-
tes, con distinto nivel de complejidad: experimentos de campo semicontrolados,
experimentos de campo controlados, y experimentos de laboratorio totalmente
controlados. Esta secuencia de tipos de estudio experimentales va perdiendo
realismo, pero generalmente ganando capacidad de comprender mecanismos.
Para mantener la l6gica de cualquier prueba de hipoétesis y que el experimento
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tenga sentido, es necesario, en todos los casos, incluir adecuadamente los crite-
rios de aleatoriedad, independencia de los datos, existencia de controles de los
procedimientos experimentales y los tratamientos de interés, y replicacién (ver-
sus pseudorreplicacién, ver Underwood, 1997 y varios articulos que discuten la
relevancia de estos conceptos en estudios de ecologia). Esto hace que el disefo
de la mayoria de los experimentos sea complejo (se recomienda fuertemente
seguir los puntos presentados y discutidos en Underwood, 1997; y articulos pos-
teriores).

Fuentes de mala interpretacion

Las etapas en las que potencialmente se generan errores irreversibles son las
iniciales, es decir las correspondientes al disefio del estudio y la etapa de colecta
de los datos, en las que es frecuente que se cometen uno 0 mas errores o “peca-
dos” sensu Sutherland (2006) (Fig. 3). Realizar muestreos sesgados o no plantear
explicitamente la hipotesis cientifica y las hipétesis estadisticas nula y alternativa
asociadas, son causas de mala interpretacion de los datos, propia y por terce-
ros. Afortunadamente, la deteccion de estas fallas (por parte del investigador o
sus lectores) puede evitar extraer conclusiones equivocadas, en la medida que
el disefio y estrategia de investigaciéon hayan sido correctamente planteados y
ejecutados. Sin embargo, una vez colectados los datos, también existen diversas
fuentes de mala interpretacién que pueden afectar la validez de las conclusiones.

El uso incorrecto de tests estadisticos es uno de los errores mas frecuentes,
incluyendo la aplicacién de tests que no se ajustan al disefio del estudio, la no
exploracién preliminar de los datos para detectar posibles errores y/o outliers, el
desconocer o elegir ignorar los supuestos y limitaciones de los tests, aplicacion
de tests con menor poder estadistico que otros posibles, y la aplicacién de trans-
formaciones a los datos sin sentido biolégico o estadistico, entre otros (Jongman
etal, 1995).

Otro error frecuente es tomar la deteccién como prueba (Jongman et al.,
1995). Es frecuente confundir la prueba estadistica (afirmacién concluyente sobre
la poblacion muestreada) con la deteccion de efecto (afirmacion sobre la pobla-
cion real objeto del estudio). Esto es fundamentalmente importante en estudios
que hacen recomendaciones para dreas mayores a las estudiadas. Esta distincion
muchas veces no es evidente cuando no se reporta claramente cual es la pobla-
ciéon muestreada o cuando las unidades muestreales o experimentales no estan
definidas apropiadamente, o las hipdtesis estadisticas no se explicitan. En este
grupo de errores se ubica también el modificar los objetivos del estudio a la vis-
ta de los datos, es decir cuando se encuentra una relacién en los datos sin que
se haya planeado estudiarla. En este caso, el analisis predice lo que ya pasé, lo
que cambia el caracter de las conclusiones del estudio (Jongman et al.,, 1995).
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La experiencia y conocimiento del estado del arte por parte del investigador es
fundamental para interpretar este tipo de resultados en su justa medida.

No saber por qué se muestrea Cambiar metodologfas durante monitoreo y no intercalibrarlas

No conocer la biologia de las especies Desconocer las limitaciones y los supuestos de

) los equipos de colecta
No pensar en cdmo analizar los datos antes de colectarlos
Desviarse de las rutas de las transectas
No incluir control en experimentos
) No precisar la ubicacién del muestreo
Muestrear pocas dreas grandes en lugar de muchas chicas
. Asumirigual eficiencia de muestreo en distintos habitats
Hacer muestreos que no sean al azar o en sitios
donde la abundancia es muy alta Ser demasiado ambicioso y colectar mds

; ; muestras de las analizables
Considerar las muestras dentro de un mismo
sitio como réplicas Pensar que otro va a analizar las muestras

No hacer pruebas o pilotos como para ajustar disefio Asumir que otros van a colectar los datos del
mismo modo y con iqual entusiasmo

No ser honesto sobre los métodos usados al reportarlos
Creer que la densidad colectada es la misma que la absoluta
No guardar la informacién donde se pueda encontrar en el futuro (jmetadatos y back up!)
No ser critico con los resultados y desconocer los sesgos.

iNo publicar o comunicar los resultados!

Figura 3. Errores frecuentes en las distintas etapas de un proyecto de investigacion que involucre
muestreos de campo, o los “pecados mas frecuentes en muestreos’, segun Sutherland (2006). Varios de
ellos son comunes a los proyectos que involucran experimentos.

Guias para minimizar los dolores de cabeza: estimacion del tamaiio de muestra

Conceptos generales

Una de las dudas mas frecuentes a la hora de disefiar un experimento o tra-
bajo de campo es el numero de réplicas o muestras a colectar. Una vez tomados
los datos persiste la duda sobre la capacidad que estos tienen de estimar el feno-
meno biolégico que nos interesa, o de detectar diferencias con estudios previos,
otros sitios u otros momentos de muestreo. Afortunadamente, existe una amplia
gama de herramientas que nos permiten responder estas incégnitas. Lamenta-
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blemente, y sorprendentemente, rara vez se las ensefia en cursos basicos o avan-
zados de estadistica.

En esta seccidon presentaremos primero las bases conceptuales asociadas a
la estimacion del tamafo de muestra. Las definiciones clave en este contexto
son las de error estdndar, magnitud de efecto y poder estadistico. Como veremos,
la combinaciéon de estos tres valores determina el tamano de muestra o nimero
de réplicas requeridas. A continuacion, nos enfocaremos explicitamente en los
calculos de tamafio de muestra asociados a la comparacién de dos o mas medias,
regresiones lineales y tablas de contingencia. Por ultimo, consideraremos la esti-
macién del numero de muestras en problemas bioldgicos clasicos, como son las
estimaciones de abundancia y diversidad.

Un abordaje intuitivo

En la mayoria de los casos contamos con una idea intuitiva sobre la relacion
entre la cantidad de muestras necesarias y el fenédmeno que estamos estudian-
do. Imaginemos que estamos describiendo la anatomia de una nueva especie de
mamifero. Primero queremos saber cuantos rinones tienen los individuos de esta
especie. En segundo lugar, nos interesa reportar la longitud promedio del asa de
Henle, una estructura del rifndn involucrada en la reabsorcién del agua que au-
menta en longitud cuando se vive en ambientes aridos. Esta longitud es variable
entre especies, dentro de especies, y a su vez, la medicion del largo es imperfec-
ta. Intuitivamente, sabemos que vamos a precisar muchas mas muestras para es-
timar el largo de las asas de Henle que el nimero de rifiones. De la misma forma,
consideremos una estimacion de diversidad de especies en dos ambientes, uno
muy diverso y espacialmente heterogéneo y otro homogéneo y poco diverso.
Nuevamente, intuitivamente precisariamos mas muestras en el primer ambiente
que en el segundo. De hecho, estos ejemplos capturan un principio basico del
muestreo: cuanto mds variable es el fendmeno en estudio, mds muestras se precisan
para estimarlo con igual confianza.

Imaginemos ahora que queremos analizar si el estado de un ecosistema di-
fiere del estado de otro. Esto puede involucrar, por ejemplo, la concentracién de
contaminantes en el agua entre dos rios, la biomasa vegetal en ecosistemas con
y sin pastoreo, o determinar si existen diferencias en la diversidad aguas arriba
y aguas abajo de una planta de celulosa. En la figura 4 se representa la distribu-
cion de la variable en ambos sitios de muestreo. Las curvas acampanadas de las
figuras representan la variabilidad y valor promedio de la variable en ambos am-
bientes. Estas distribuciones pueden representar con qué frecuencia se observan
distintos numeros de individuos o riqueza de especies en cuadrantes tomados
en uno y otro sitio. En los tres casos planteados en la Figura 4 la intencién es de-
tectar en cada uno la diferencia (d) entre el ambiente 1y el ambiente 2. Tomemos
el primer caso como referencia. Si comparamos el caso 1 con el caso 2, en este
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ultimo la distribucién de frecuencia entre valores observados es mas amplia que
en el caso anterior. En términos estadisticos, en el caso 2 los ambientes tienen
mas varianza en sus valores que en el caso 1. Como consecuencia de esta mayor
varianza, a pesar de que la diferencia d entre ambientes es la misma, la capaci-
dad de detectar la diferencia va a ser menor en el caso 1 que en el caso 2. Esto
nos lleva a una extension del principio basico que planteamos mas arriba: cuanto
mds variable es el fendmeno en estudio, mds muestras se precisan para estimarlo con
igual confianza o para detectar diferencias entre tiempos o entre ambientes.

Por ultimo, consideremos la comparacién entre el caso 1y el 3. Las varian-
zas en ambos casos son iguales, pero la distancia d entre los valores promedio
de ambos es menor en el caso 3, lo que dificulta nuestra capacidad de detectar
la diferencia en el ultimo caso. Esta distancia d es lo que definimos en estadisti-
ca como magnitud de efecto. Esto visualiza un segundo principio del muestreo:
cuanto mds chica es la diferencia que se quiere detectar, mds muestras se precisan
para detectarla.
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Caso 1 Ambiente 1 Ambiente 2

Caso 3

Variable analizada
(ej. Tamafo corporal, Diversidad, Biomasa)

Figura 4. Relacion entre la dispersion de los datos y la capacidad de detectar diferencias. d es la dife-
rencia que se quiere detectar. Cuanto mas chico el valor de d o méas dispersos sean los datos, mas dificil
va a ser detectar la diferencia y/o mas muestras serdn necesarias para hacerlo.

De las consideraciones anteriores se desprende un tercer mensaje: no hay
una respuesta universal al nimero de muestras o réplicas a utilizar, sino que la natu-
raleza del fenédmeno en estudio determina este valor caso a caso. No obstante,
los determinantes del tamafio de muestra son siempre los mismos: la variabi-
lidad del fenémeno (varianza), la diferencia que deseamos detectar (d) y la se-
guridad con la cual queremos detectar la diferencia, lo que es conocido como
el poder de una prueba estadistica. Afortunadamente, fijando estos parametros
siempre es posible estimar el nUmero de muestras a tomar para cumplir con los
objetivos planteados.

Sesgo y precision
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En todo muestreo intentamos estimar algo de una poblacién estadistica a
partir de observar una parte de esta, que es la fraccion que observamos en nues-
tro muestreo. Esta poblacion estadistica puede ser el nUmero medio de indivi-
duos por cuadrantes, la diversidad de especies, o el tamano de los individuos.
Como se menciond previamente, es fundamental no confundir una poblacién
bioldgica (i. e. individuos de una misma especie habitando un ambiente) de una
poblacién estadistica, que es simplemente un conjunto de elementos o valores
de los cuales queremos inferir propiedades.

Una conceptualizacion util del proceso de muestreo es pensarlo como un
tiro al blanco (Fig. 5). Cada tiro al blanco representa un muestreo donde observa-
mos una cantidad de individuos o areas del sistema. En este conjunto de indivi-
duos estimamos, por ejemplo, su tamano promedio o la densidad de individuos
por unidad de area. Cada tiro es asi una estimacion del peso promedio de los
individuos en una poblacién. Cuando el tirador es inexperto, cambiara mucho la
posicion de la flecha en el blanco entre disparos y seguramente, en promedio, las
flechas estaran corridas del centro. Lo mismo ocurre con un mal disefio de mues-
treo. Si repetimos varias veces el muestreo, en cada evento de muestreo se van
a estimar valores muy distintos de la densidad de individuos, y en promedio las
estimaciones no van a estar ubicadas sobre el valor real. Esto es lo que definimos
como un muestreo sesgado e impreciso (Fig. 5A).

A modo de ejemplo, pensemos un muestreo en que el método es adecuado
para el sistema de estudio y los organismos de interés, de acuerdo a los pun-
tos tratados en items anteriores. Por ejemplo, utilizamos un set de redes para
colectar peces en un lago. No obstantg, la lluvia, el volumen del agga, la hora
del dia, el tipo de fondo, la temperatura y la combinacién de variables en cada
evento de muestreo afectan la captura de individuos, determinando gran varia-
bilidad entre las estimaciones de la densidad. En promedio la técnica funciona
bien, pero es imprecisa, tendiendo a alejarse del valor real (Fig. 5B). En otro caso,
pensemos en un muestreo de ratones con trampas Sherman que tienen distintos
tamanos. Si son muy chicas en relacién@l tamafo de los individuos debuna espe-
cie, esta tendera a estar sistematicamente subrepresentada en el muestreo. De
igual forma, si la trampa es muy grande, los ratones pueden no activarla estando
también subrepresentadas las especies o individuos pequernos. Algunos ratones
aprenden que la trampa tiene comida, pasan la noche sin riesgo de depreda-
cién, acostumbrandose a comer en las trampas; estando sobrerrepresentados
en las muestras. En estos casos, las estimaciones de abundancia dan valores muy
consistentes entre muestreos, pero sistematicamente alejados del valor real. Esto
genera una estimacion precisa pero sesgada (Fig. 5C). Por ultimo, esta la fantasia
o ideal de todo trabajo de campo de que existe un método que es preciso y no
sesgado (Fig. 5D). En este caso, los distintos muestreos tienden a dar valores muy
parecidos entre siy centrados en el valor real de la poblacién.

255



MATIAS ARIM - MARIANA MEERHOFF

Las curvas al costado de cada diana en la Figura 5 representan la relacién
entre el grado de sesgo y precisién de las estimaciones y su distribucién entorno
al valor real que queremos estimar. El desvio estandar de estas distribuciones
nos dice el grado de precisién que tienen las estimaciones. De hecho, el desvio
estandar de las estimaciones de un pardmetro es lo que conocemos como “error
estdndar”. Cuando el error estandar es chico las estimaciones son muy precisas y
lo opuesto ocurre cuando el error estandar es grande.

EXACTITUD Y PRECISION

Sesgado o inexacto Insesgado o Exacto
X
X '
Media
: poblacién
Impreciso Media
poblacion
J N
—u X
Media
Media poblacion
. poblacién
Preciso l /\
- X /\
—x X

Figura 5. Conceptos de exactitud, precision y error estandar. El tiro al blanco representa los resultados
posibles de un muestreo. El centro de la diana es el valor real de la poblacién que se desea estimar
con el muestreo. Cada cruz representa la estimacién de un parametro de la poblacién en base al
muestreo (e. g. peso promedio). Si los valores de las distintas estimaciones son consistentes, tendremos
un muestreo preciso. Pero se puede ser preciso y siempre errarle al valor real. La diferencia promedio
entre las estimaciones y el valor real es denominada sesgo. El desvio estdndar de las estimaciones de
un parametro es denominado error estdndar.

Error estandar

Para calcular este error estandar en el ejemplo anterior precisariamos repetir
un muestreo muchisimas veces, lo cual excede nuestras capacidades e intereses.
Afortunadamente, si conocemos el desvio estandar de una poblacién, por ejem-
plo, en la densidad de individuos entre muestras, podemos estimar facilmente
el error estandar. Especificamente, el error estdndar se calcula dividiendo el desvio
estdndar estimado de nuestras muestras por la raiz del nimero de muestras que he-
mos tomado ( lerror estindar = s/yn; siendo n el nUmero de muestras y s el desvio
estandar estimado con estas muestras).
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Esta formula es importante, ya que implica que la precisién de nuestra esti-
macién aumenta con el inverso de la raiz del nimero de muestras (Fig. 6).

Figura 6. Relacion entre error estandar y nimero de muestras. Esta relacion es fuertemente no lineal,
indicando que se aumenta mucho la precisién con las primeras muestras, pero que se debe aumentar
mucho el esfuerzo de muestreo para seguir aumentando la precision de la estimacion.

Considerar la forma de esta curva es clave para un buen disefio de mues-
treo. Claramente, el aumento en la precisién de la estimacién (al disminuir el
error estandar) es fuertemente no lineal. En este caso, cuando pasamos de 1 a
20 muestras la precision aumenta muchisimo, pero luego aumenta suavemente.
Esto implica que duplicar el nimero de muestras cuando hemos tomado po-
cas impacta mucho en la calidad del muestreo, pero que duplicarlas cuando ya
hemos tomado un nimero importante de observaciones, no aumenta tanto la
precision. En términos generales, debemos aumentar al cuadrado el nimero de
muestras para duplicar la precisién. Debido a esto, lograr estimaciones muy pre-
cisas es algo muy caro en nimero de muestras, lo que aumenta costos, esfuerzos
y dafio animal.

Intervalo de confianza

Una propiedad del muestreo que es de gran ayuda en la planificacion del
disefio, es que la distribucion de las estimaciones (i. e. las flechas en la Fig. 5)
tiende a ser Normal, a pesar de que la distribucién original, de la cual tomamos
muestras, no lo sea. Esto nos permite, entre otras cosas, construir intervalos de
confianza a las estimaciones. Un intervalo de confianza nos dice los limites entre
los cuales puede estar un valor de la poblacién con una probabilidad dada. En
un ejemplo hipotético, nos permite decir que la diversidad en un sitio impactado
estd con un 0,95 de probabilidad entre 3 y 10 especies, mientras que en un sitio
no impactado estd entre 23y 34.
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Dado que las estimaciones de un pardmetro poblacional se distribuyen nor-
malmente, podemos utilizar esta distribucién para estimar el intervalo de con-
fianza. Para esto trabajaremos con la distribucién Normal estandarizada, la cual
tiene forma de campana con media 0 y desvio estandar 1. Los valores de esta
distribucién se denominan Z y estan determinados por Z = (¥ — 1)/ (9/vn), donde
pydson la mediay el desvio de la poblacién de la cual tomamos muestras.

El 95% de los valores que puede tomar Z estan entre -1,96 y 1,96; lo que po-
demos expresar como:

(¥ =) }
—196 < —=< 196} = 0,95
”[ 9/vn

En esta férmula aparecen los componentes a considerar en todo disefio de
muestreo: la heterogeneidad de la poblacién (9), el pardmetro que queremos
estimar (u en este caso), la precisiéon que deseamos: 0,95, que es la probabilidad
de que el valor real esté dentro de nuestro intervalo de confianza y, por ultimo,
cuantas muestras tomamos (n). El valor de 0,95 es algo que fijamos nosotros en
base a la confianza que deseamos tener y que determina que la divisién del cen-
tro esté acotada entre . Estos valores de 1,96 son los valores de la distribucién Z
que dejan el 95% de los valores posibles entre ellos. Es decir, de todas las estima-
ciones posibles del pardmetro poblacional, el 95% esta entre estos valores.

Podemos entonces despejar el nimero de muestras requeridas n para esti-
mar un parametro poblacional con una confianza dada, o el nimero de muestras
para detectar con una probabilidad dada (e. g. 0,95) si la media de la poblacién
difiere de un valor referencia d. Para esto, definimos d como la distancia entre
la media estimada y la de media de la poblacién real (d = ¥ — ud = ¥ — u). De
donde:

- (1,96 -ﬁ)z
"EUTa

Lo que nos indica que cuanto menor sea la precision de la estimacién (mayor
distancia d entre la estimacién y el valor real), 0 mas variable sea el fendmeno (o),
el nimero de muestras necesarias aumentara al cuadrado.

Recién dijimos que la distribucién de las estimaciones de un pardmetro si-
gue una distribucion Normal que podemos estimar con Z = (¥ — u)/(#/vn). No
obstante, en esta formula aparece el valor del desvio estandar de la poblaciéon o,
el cual solemos estimar a partir de nuestro muestreo y denominamos s. Debido a
esta estimacién del desvio, la distribucion se parece a la Normal, pero es un poco
distinta, no es tan alta en la media y sus colas son mas anchas. Por suerte esta
distribucion es bien conocida y es denominada distribucién t de Student. Lo inte-
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resante es que la forma de esta distribucién cambia con el nimero de muestras,
lo que se representa en los grados de libertad asociados. Por eso, cuando trabaja-
mos con esta distribucién siempre consideramos sus grados de libertad, los que
expresamos como un subindice: Lgrados de libertad. Si tenemos muchas muestras,
la distribucién “t” es casi idéntica a la Normal. Con nimeros de muestra bajos
(lo que es mas habitual), la diferencia es importante. En la practica, en nuestro
calculo de intervalo de confianza o nimero de réplicas, lo Unico que cambiamos
es la Z (1,96 en el ejemplo) por una t, que va a ir cambiando con el nimero de
muestras.

n= (t_ﬂ”n_]] : S)Z
d

Célculo de tamano de muestra para la deteccion de ocurrencia de una especie

En muchos contextos deseamos saber si una especie esta presente en un
sistema. Por ejemplo, una especie invasora esta presente en la regién y quere-
mos evaluar si ha llegado a un ambiente en particular. Otros ejemplos serian la
ocurrencia de liberaciéon de contaminantes en campos donde hay especies vul-
nerables o posteriormente al uso de insecticidas en donde se quiere erradicar un
determinado vector bioldgico. La misma situacién involucra la deteccion de una
enfermedad en un vector biolégico o en una poblacién. En estos casos debemos
estimar el nimero de muestras a colectar para tener una confianza razonable de
detectar si la especie se encuentra presente o no.

Para estimar este nUmero de muestras, n, debemos definir: a, la probabili-
dad de detectar a la especie y O, la ocurrencia de la especie en el sistema particu-
lar. Este valor de ocurrencia es la proporcién del espacio en que la especie ocurre,
o el nimero de individuos en los cuales la enfermedad esta presente. Este valor
lo fijaremos nosotros para estimar el nimero de muestras que se debe tomar
para detectar con probabilidad p a una especie que presenta esta ocurrencia en
el ambiente. De hecho, la deteccién de una especie o enfermedad suele no ser
perfecta. Debemos considerar entonces la Probabilidad de una Falsa Ausencia
(PFA, Arim & Naya, 2003). El calculo del nimero de muestras en este contexto es
dado por:

n=log(l—a)/log(1—0-(1—PFA))

Estimacion del tamafio de muestra en diversas pruebas estadisticas, usando R
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Para la mayoria de las pruebas estadisticas se han desarrollado férmulas de
calculo para el tamafo de muestra (Cohen, 1988). Estas férmulas siempre invo-
lucran las mismas consideraciones: la magnitud de efecto, la probabilidad de
detectar una diferencia cuando existe, y la probabilidad de cometer un error de-
tectando una diferencia que en realidad no existe. La magnitud del efecto suele
expresarse como el cociente entre la diferencia que quiero detectar, d (e. g. rique-
za de especies entre dos ambientes o éxito de cria entre poblaciones) y el desvio
del fenémeno. La probabilidad de detectar una diferencia se denomina “poder”
de una prueba. Cuando existe una diferencia y fallamos en detectarla, hemos
cometido un Error tipo 2. El poder de una prueba es 1 menos la probabilidad de
cometer un error tipo 2, es decir, la probabilidad de no cometerlo. Como contra-
partida, podemos inferir que existe una diferencia entre dos poblaciones cuando
en realidad no la habia. Esto es lo que se define como Error tipo 1. La probabilidad
de cometer un error tipo 1 es lo que denominamos significancia de una prueba,
y que, solo por convencién, solemos fijar en el valor de 0,05. A partir de estas
definiciones consideraremos la estimacién de nimero de muestras para diversas
pruebas estadisticas.

Considerando el uso generalizado del programa R en el analisis de datos,
a continuacién, introduciremos las férmulas y los argumentos requeridos para
su uso, con ejemplos caso a caso. Para esto nos basaremos en el paquete de R
“pwr2”. En la Tabla 2 se resumen las pruebas estadisticas, las funciones para la
estimacion de tamano de muestra y sus variantes.

Comparacion de dos medias

La comparacién entre medias es una de las pruebas mas basicas y frecuente-
mente utilizadas. Suelen existir tres tipos de comparaciones entre pares de me-
dias: el promedio de una muestra contra un valor de referencia, la comparacion
entre los valores promedio de dos muestras y la comparacién del valor prome-
dio en los mismos individuos en dos momentos o espacios distintos. Esta Ultima
comparacioén se denomina test pareado.

La magnitud de efecto, d, serd la razén o cociente de la diferencia en-
tre las medias que deseariamos detectar y el desvio de la poblacién: d =
(media 1 — media 2)/¥ d . En términos generales, es Util pensar en la magnitud de
efecto como una diferencia entre medias, expresada en unidades de desvio. Por
ejemplo, una magnitud de efecto de 0,5 implica una diferencia entre la media de
dos poblaciones igual a la mitad del desvio estandar.

También deberemos definir la probabilidad del error tipo 1y el poder de la
prueba. La funcién pwr.t.test de R permite la estimaciéon de nimero de muestras
requeridas para satisfacer estas condiciones en todas las pruebas de t.

Por ejemplo, si escribimos en la consola de R:

260



MATIAS ARIM - MARIANA MEERHOFF

pwr.t.test (d =.5,n = NULL, sig.level = 0.05, type = “one.sample’; alternative =
“two.sided’; power = 0.8)

nos devuelve el siguiente resultado:

One-sample t test power calculation
n=33.36713

d=0.5

sig.level = 0.05

power =0.8

alternative = two.sided

Lo que nos indica que para tener una probabilidad de detectar una magni-
tud de efecto de 0,5 con una probabilidad de 0,8 y un riesgo de error tipo 1 de
0,05, debemos colectar al menos 34 muestras.

Muchas veces el costo o esfuerzo de muestreo es diferente en distintos tiem-
pos o espacios. También suele ocurrir que el nimero de individuos observados
no puede ser fijado al resultar de dos eventos de colecta o trampeo. En estos ca-
sos utilizaremos la férmula: pwr.t2n.test, debiendo definir el nUmero de muestras
atomar en una de las poblaciones, y estimar el nimero de muestras a colectar en
la segunda poblacidn. Es importante destacar que pueden explorarse varios va-
lores de nimero de muestras o expectativas de error tipos 1y 2 para encontrar la
estrategia de muestreo que satisfaga los requerimientos del problema y nuestra
capacidad de trabajo. Afortunadamente, estas formulas también pueden andar
el camino opuesto, es decir, permiten estimar, dado un muestreo con n indivi-
duos, el poder de deteccion de diferencias, la probabilidad de error tipo 1, o la
magnitud de efecto que podria detectarse.

Comparacion de varias medias

El andlisis de varianza o ANOVA es la prueba estadistica que permite evaluar
si un grupo de poblaciones, k, tienen las mismas medias (0 que no difieren es-
tadisticamente). El principal cambio con respecto al caso anterior, es que la dife-
rencia que se quiere detectar ya no involucra dos poblaciones, sino un grupo de
poblaciones en donde al menos una debe diferir. El tamaio de efecto se define
en este caso como fy representa el desvio estandar de los valores de las medias
en los distintos grupos estandarizados por el desvio estandar (Cohen, 1988). En
esencia, f, representa qué tan distintas son las medias de las poblaciones que se
quiere detectar, expresando esa diferencia en unidades de desvio.
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Por ejemplo, consideremos que tenemos un experimento realizado en las
cuatro estaciones del aio. En cada estacién estimamos la riqueza de especies en
un arroyo con unidades muestreales apropiadas a cada organismo objetivo (e. g.
pulsos de pesca eléctrica para colectar peces, trampas pit-fall en la zona litoral
para colectar invertebrados terrestres, cuadrantes de vegetacién, etc.). Conside-
rando la variabilidad natural entre estaciones del afio en la diversidad, fijamos un
desvio de la riqueza media de 0,33, como un valor con sentido biolégico. En la
consola de R se escribe:

pwr.anova.test (k =4, n = NULL, f=0.33, sig.level = 0.05, power = 0.8)

Lo que nos devuelve el siguiente resultado:

Balanced one-way analysis of variance power calculation
k=4

n=26.02669

f=0.33

sig.level = 0.05

power =0.8

NOTE: n is number in each group

Esto nos dice que, trabajando con una probabilidad de error tipo 1 de 0,05 y
una probabilidad de 0,8 de detectar diferencias de esa magnitud en la diversidad
entre estaciones, deberiamos tomar al menos 26 muestras por estaciéon. Cuando
el nimero de observaciones difiere entre grupos (en este caso las estaciones) se
debe considerar el valor de n del grupo con menos observaciones.

Correlacion entre variables

Uno de los objetivos mas basicos de muchos proyectos que involucran tra-
bajo de campo suele ser detectar la existencia de asociaciones entre variables.
Por ejemplo, la asociacién entre la concentracién de un contaminante y la diver-
sidad y abundancias de una comunidad, o entre la diversidad de depredadores y
la diversidad de presas. Mas alla de que la gama de abordajes estadisticos puede
ser mas sofisticada que los analisis de correlacién (Shipley, 2016), tener una se-
guridad aceptable de poder detectar asociaciones estd en la base de un buen
muestreo. Los pardmetros que estan en juego son los mismos que en los casos
anteriores, lo que cambia es qué entendemos por magnitud de efecto. Esta mag-
nitud sera el nivel de correlacién, r, que queremos detectar.
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En R, la funcién pwr.r.test permite estimar el nimero de muestras necesa-
rio para detectar esta correlacién. Nuevamente, dado un muestreo, también nos
permite estimar qué nivel de correlacion estariamos siendo capaces de detectar
con el nimero de muestras colectado.

En la consola de R:

pwr.r.test (n = NULL, r =.3, sig.level = 0,05, power = 0.8, alternative = “two.
side”)

n=284.07364

r=0.3

sig.level = 0.05

power =0.8

alternative = two.sided

Este resultado indica que necesitariamos 85 muestras para detectar correla-
ciones de 0,3 con una probabilidad de 0,8. Este resultado deberia llamar la aten-
cién de muchos bidlogos de campo. Rara vez logramos trabajar con tantas uni-
dades muestreales, ademas de las implicancias éticas en caso de que el objeto de
estudio y el método de colecta impliquen dafio animal irreversible.

Tablas de contingencia

Las tablas de contingencia se utilizan para explorar diferencias en la distri-
bucién de observaciones. Bajo este paraguas entran una gama muy amplia de
comparaciones. Las tablas de contingencia tienen dos o mas criterios de clasifi-
cacién de individuos en categorias discretas. Por ejemplo, involucra individuos
categorizados en especies y en lugares o fechas de colecta (tabla especie por am-
biente). En ese caso, nos puede interesar detectar diferencias en la distribucién
de individuos entre especies a lo largo de los muestreos. También se usan estas
tablas para comparar la distribucién de frecuencias con distribuciones teéricas,
como la Normal, log-Normal o beta (Marquet et al., 2017). Por otro lado, varios
importantes analisis de ordenacién basados en observaciones de individuos son
representaciones graficas de tablas de contingencia, tales como los Andlisis de
Correspondencia (Borcard et al., 2011).

El test clasico para tablas de contingencia se basa en la distribucion x”. Esta
distribucién cambia de forma con los grados de libertad. Tipicamente, los grados
de libertad estan determinados por el nimero de filas de la tabla menos uno,
multiplicado por el nimero de columnas menos uno. El célculo del nimero de

263



MATIAS ARIM - MARIANA MEERHOFF

muestras requiere de estos grados de libertad y también de una magnitud de
efecto denominada w. La magnitud de efecto puede tomarse, a modo de guia,
como chica (w = 0,1) mediana (w = 0,3) o grande (w = 0,5). Estas magnitudes
deben tomarse como un criterio de partida, porque en distintos contextos biol4-
gicos un efecto chico puede ser muy importante o uno grande definir la variabi-
lidad natural del fenémeno. Lo ideal es explorar distintos tipos de datos y llegar
a un abordaje bioldgico sobre qué seria una magnitud de efecto chica o grande.
No obstante, dado que esto no siempre es posible, tener algunos valores de refe-
rencia es util. Manteniendo la nota de cautela recién mencionada, las funciones
ES.w1y Es.w2 pueden ayudar a definir las magnitudes de efecto, w, para tablas
de contingencia de distinto tamafo (ndmero de filas y columnas). Habiendo de-
finido w y los grados de libertad, el nimero total de individuos, N, que deberia
utilizarse para construir la tabla puede estimarse en R mediante:

pwr.chisq.test (w =.25, df =4, N = NULL, sig.level = 0.05, power = 0,8)
Chi squared power calculation

w =0.25

N = 190.9646

df =4

sig.level = 0.05

power =0.8

Utilizando los abordajes mencionados en los puntos anteriores y buen sen-
tido biolégico es posible presentar un disefio robusto para la mayoria de los es-
tudios de campo y experimentales. Como criterio general, ante la duda siempre
se es mas conservador en la estimacién del nimero de muestras si asumimos
magnitudes de efecto mas grandes y probabilidades de deteccién mayores. No
obstante, ser demasiado conservador nos puede llevar a pensar errébneamente
gue nuestro muestreo no es posible.

La siguiente seccién es un poco mas avanzada, introduciendo las estimacio-
nes de tamafo de muestra y andlisis de poder en modelos lineales generales. En
estudios costosos desde un punto de vista logistico, econémico y/o ético, una
estimacion precisa y bien conectada con los objetivos y andlisis estadistico es
particularmente necesaria. Si su estudio cumple alguna de estas condiciones, les
recomendamos especial atencién a la siguiente seccién.

Modelo Lineal General

264



MATIAS ARIM - MARIANA MEERHOFF

En algunas ocasiones podemos requerir estimar el tamano de muestra para
disefos mas complejos, como regresiones multiples, o pruebas similares basadas
en la distribucién F. Esta familia de pruebas se conoce como modelos lineales
generales. Esta distribucién se origina en el cociente entre dos proporciones de
variacion, PV (Cohen, 1988): una proporcion PV, explicada por las fuentes ana-
lizadas (tratamientos y variables independientes) y otra PV, que representa la
proporcion de Error o varianza residual; y ambas proporciones divididas por sus
respectivos grados de libertad (llamémosles u y v respectivamente).

~ PVg/u
T PV v

De esta forma, F representa un cociente o una razén de cuadrados medios,
cada uno basado en sus grados de libertad. Es util reescribir esta formula como
(Cohen, 1988):

PV v
Fop=57"=

TPV u

La primera razén es una medida de la magnitud de efecto, es decir la propor-
cién de variacion en la variable de respuesta explicada por las fuentes incluidas
en el modelo. La segunda razén captura la informacién de los tamafos de mues-
tra y el nimero de variables requeridas para representar a las fuentes de varia-
cién (Cohen, 1988). El indice de magnitud de efecto en este caso se denomina f2
y se estima entonces como f* = PV;/PVg (Cohen, 1988). En términos generales,
representa la razon entre explicacién/ruido, mas alla de las diferencias en la esti-
macién entre modelos.

No obstante, se pueden distinguir tres escenarios en los modelos lineales
generales para el célculo de 2 (Cohen, 1988). Primero, un conjunto B de variables
es utilizado para explicar la variaciéon en Y (variable independiente), estimando
un valor de R{ g su complemento 1— R{ es la proporciéon de error residual,
evaluandose la hipoétesis nula de R{; = 0. Consecuentemente,

Jr_-z _ R:r?’-ﬂ
1- R#-H

Un segundo grupo de analisis es cuando el efecto del conjunto B de variables
se analiza sobre el efecto de otro grupo de variables A, es decir Rf.45 — Rf.4.La
proporcién de varianza de Error en este caso es 1 — R, . La hipotesis nula es
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gue el conjunto de variables B y A no explican mas que el conjunto A. La magni-
tud de efecto se estima como:

2 = Ri.ap — Ri.a

2
1- YA B

El tercer escenario es como el anterior, pero considerando que hay un tercer
grupo de variables C utilizado para explicar la variacion en Y. Consecuentemente,
la proporcién de variacion residual serd 1 — R, 5 ¢

fz — R‘E’-A,B - R‘.f’-A

1- R%-A.B.C

En el paquete pwr los célculos anteriores son sencillos, el desafio biolégico
es fijar magnitudes de efectos chicas, medianas o grandes, a la luz del sistema en
que se esté trabajando.

Consideremos dos ejemplos:

pwr.f2.test (u=4, v=20,2=.3, sig.level = .05, power = NULL)

Multiple regression power calculation
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u=4

v=20

f2=03
sig.level = 0.05
power =0.47

Este andlisis indica que, en una regresién multiple con cuatro variables in-
dependientes y 25 observaciones, el poder para detectar el efecto del conjunto
de variables es 0,47, es decir, mas de la mitad de las veces estaremos fallando, no
detectando una relacién que, de hecho, existe (i. e. Error tipo 2). Consideremos
ahora el célculo del nimero de muestras cuando queremos evaluar el efecto de
cuatro variables sobre una variable independiente (e. g. efecto sobre la diversi-
dad de peces del caudal, la productividad, el suelo y la concentracién de agro-
quimicos en un rio):

pwr.f2.test (u=4,v=,2=.3,sig.level = .05, power = 0.8)

Multiple regression power calculation

u=4

v=39.8
f2=0.3
sig.level = 0.05
power =0.8

Para alcanzar un poder de 0,8 deberiamos tener unas 45 unidades muestrea-
les para trabajar con 40 grados de libertad.

Prueba Uso Férmula Argumentos
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Comparacion de
media entre dos
poblaciones con
igual nimero de

observaciones n.

Variantes: una

poblacién contra un
valor de referencia

(argumento type
="one.sample”),
comparacion de
dos poblaciones
(argumento type

="two.sample”), o

dos poblaciones
pareadas

(argumento type =

“paired”),

Comparacion de
media entre dos
poblaciones con
diferente n

Compracion de
k medias con
igual nimero de
observaciones

Asociacion lineal
entre un par de
variables

Uso

pwr.t.test (n, sig.

n: numero de observaciones;

level, power, type, d:tamano de efecto; sig.level:

alternative)

pwr.t2n.test
(n1, n2, d, sig.
level, power,
alternative)

pwr.anova.test
(k, n, f, sig. level,
power)

pwr.r.test(n, r,
sig.level, power,
alternative)

Formula
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probabilidad de error tipo 1; power:
probabilidad de no cometer error
tipo 2.

Uno de los argumentos previos
debe definirse como nulo (ej. Power
=NULL). La funcién estimara

este parametro a partir de los
anteriores.

También deben definirse:

type: es el tipo de prueba t a
realizar. Debemos definir una

de las siguientes opciones: “two.
sample’; “one.sample’; “paired”. Para
comparaciones entre dos muestras,
una muestra o muestreo pareado

respectivamente.

alternative: “two.sided”, “less”,
“greater” segun el tipo de
comparacion estadistica a realizar,
prueba de dos colas, menor que, o
mayor que respectivamente.

n1y n2: numero de observaciones
en la primera y segunda poblacién
respectivamente.

El resto de los argumentos como en
el caso anterior.

k: numero de poblaciones entre
las que se comparan las medias, n:
numero de observaciones en cada
poblacién (es igual en todas).

f: magnitud de efecto entre medias,
es el desvio de las medias entre
poblaciones, estandarizado por el
desvio interno de cada poblacion (es
igual en todas las poblaciones).

Resto de los argumentos igual que
en las funciones anteriores.

r: coeficiente de correlacién lineal.

Resto de los argumentos igual que
en las funciones anteriores.

Argumentos
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Tabla de Asociacion entre pwr.chisq.test(w, w: magnitud de efecto (puede
contingencia  criterios de df, N, sig.level, estimarse con la funcién ES.w1 o
clasificacién o entre  power) ES.w2).

distribucion de

. N: nimero total de individuos que
frecuencias

deben utilizarse para construir la
tabla de contingencia.

df: Grados de libertad (n filas-1)-(n
columnas-1).

Resto de los argumentos igual que
en las funciones anteriores.

Modelo Lineal Pruebas basadasen pwr.f2.test(u, v, f2, u:grados de libertad asociados a las
General la distribucién F sig.level, power)  fuentes de variacion (ej. Variables
independientes).

v: grados de libertad asociados
a los datos (n de observaciones -
parametros estimados).

f2: magnitud de efecto. Es la
proporcion de la variacién en Y
explicada por las fuentes.

Comentarios finales

El uso y abuso de los términos “estadisticamente significativo (o no)” en la li-
teratura cientifica y técnica, en muchas ocasiones refleja la confusién con la signi-
ficancia bioldgica de los resultados obtenidos en una investigacién. Como se ha
planteado en las ultimas secciones, la significancia estadistica debe interpretarse
conjuntamente con una medida del tamafio del efecto y un intervalo de confian-
za. Sin embargo, el tamaro del efecto por si mismo no brinda las bases epistemo-
l6gicas para tomar decisiones sobre las hipotesis cientificas (Queen & Keough,
2002). El uso correcto de la estadistica es una herramienta muy poderosa en la
investigacion de campo y experimental, en particular la que usa animales, pero
no es el fin ni el Ultimo paso de una investigacion. Los resultados siempre deben
evaluarse criticamente en funcién de los objetivos originales y el estado del arte
del conocimiento en ese tema.

Dedicar tiempo a pensar todos los pasos de una investigacion (e. g. sus requi-
sitos materiales, temporales, de recursos humanos), y a estimar a priori los tama-
fos de muestra necesarios para los objetivos especificos y ajustados a la realidad
material, temporal y de recursos humanos de cada investigacién, es fundamental
para potenciar el impacto cientifico y disminuir los impactos ambientales y ani-
males.
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