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introduccion

El proceso de la edicion de un libro, podemos afirmar que es un camino
tortuoso que hay que recorrer para llegar a un final satisfactorio
cuando se tiene el producto final. ;Por qué digo que es un camino
tortuoso? Porque en un inicio uno concibe la idea a raiz de notar una
necesidad de comunicacion de la informacion que se genera a lo largo
de arios de experiencia, de difundir hacia un puiblico determinado que le
pueda servir de ayuda y le sea de provecho. Luego entonces sigue un
proceso de reunir, con diversos autores, la informacion pertinente. Para
el proceso de seguimiento, el editor se convierte en una especie de
“capataz”, por asi decirlo, ya que debe estar persiguiendo a los autores.
Esta persecucion es la que lleva mas tiempo, asi por ejemplo, para este
manual llevo mas de tres anios, aunque parezca mentira, y en el camino

uno piensa que nunca va a lograr ver el final.

Este manual de técnicas que incluye nueve capitulos, fue concebido para
estudiantes, técnicos e investigadores que quieren incursionar en este
interesante campo de la ecologia, y es un complemento del anterior
Manual de técnicas para el estudio de la Fauna Silvestre editado por S.
Gallina y Carlos Lopez-Gonzdlez, publicado también de forma
electronica en el 2011 por el INECOL y la Universidad Autonoma de
Querétaroy una seqgunda edicion con el Instituto Nacional de Ecologia y
Cambio Climatico (INECC) de SEMARNAT.



Aprovecho este espacio para hacer extensivo un agradecimiento a todos
los autores y revisores, por su paciencia y por creer en este arduo
proceso para verlo concluido. Espero que se sientan satisfechos por el
producto final, asi como también espero que a todos los usuarios que lo
consulten les sirva de ayuda para poner en prdctica lo que se plasma
aqui, ya que la finalidad ultima del manual es que sea una herramienta
util para aplicarse en el campo de la ecologia, el manejo y la

conservacion de la fauna silvestre.

Sonia Gallina



capitulo uno

Técnicas de colecta, manejo y envio de
muestras hiolagicas de [auna silvestre

Luis M. Garcia Feria, Arturo Barbachano-Guerrero
y Antonio A. Vdsquez Aguilar

RESUMEN

La obtencion de muestras bioldgicas es una de las mayores dificultades para
lainvestigacion de especies silvestres. Existen varias formas de obtener mues-
tras biologicas, tanto de manera invasiva como no invasiva; diferentes técni-
cas han sido desarrolladas para obtener las muestras dependiendo de la espe-
cie de estudio y el objetivo del muestreo. En este capitulo, a manera de manual
de campo, se describen de forma general las técnicas de captura, tomay mane-
jo de muestras para distintas especies de vertebrados y para distintos objeti-
vos de estudio, desde el muestreo para estudios epidemiolégicos infecciosos
(macro y microparasitos) como para estudios en aspectos de genética de
poblaciones, a partir de animales vivos como de cadaveres.

INTRODUCCION

El término medicina de la conservacion fue acuiado por Kosch, con la premisa
de que “la salud conecta a todas las especies del planeta”, al contemplar el
aspecto ecologico de la salud que involucra la degradacion ambiental, el decli-
ne de la biodiversidad y las enfermedades emergentes en humanos y animales
(Kosch 1996). En la medicina de la conservacion, el trabajo multidisciplinario
eslomas factible para obtener excelentes resultados en los planes de control y
monitoreo de enfermedades, asi como el manejo y la conservacion de las espe-
cies (Meffe 1999, Osofsky et al. 2000, Spear 2000, Deem et al. 2001, Mainka
2001, Norris 2001, Aguirre et al. 2002, Karesh et al. 2005).
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Las enfermedades tienen un papel importante en la regulacion del tamario, la
densidad, distribucion y estructura de las poblaciones, con efectos sutiles y
consecuencias visibles a largo plazo (Hamilton y Zuk 1982, May 1983, Robin-
son y Bolen 1989, Hudson et al. 1992, Zuk et al. 1998); no obstante, debido a
que las poblaciones no pueden estar libres de enfermedades, se intenta reali-
zar la diminucion de los riesgos que les producen, asi como la transmision
inter e intraespecie. Parala evaluacion de dichos riesgos, es necesario conocer
ala enfermedad desde un punto de vista de patogeniay ecologico, realizar su
vigilancia sanitaria y epidemioldgica ya que asi se podra detectar la presencia,
recurrencia, emergencia o dispersion de la enfermedad estudiada (Morner et
al. 2002), ademas de las caracteristicas propias del agente etiologico.

Recientemente, la necesidad de estudiar las interacciones de las enfermedades
en un contexto ecoldgico ha llevado a magnificar el esfuerzo de estas técnicas
hacia la toma de muestras de animales silvestres terrestres, arboricolas, acuati-
cos, voladores, etc. considerando también el agente etiologico de estudio: infec-
ciosos (macroparasitos: metazoarios; microparasitos: virus, bacterias, proto-
zoarios y hongos), alteradores fisiologicos (endocrinos y toxinas) o genéticos.

La toma de muestras para el diagnostico de patdégenos u otros agentes no
infecciosos que producen dafios y alteraciones en la fisiologia y la reproduc-
cion (salud) de los seres vivos, en muchos casos, ha sido una de las limitantes
cuando se trata de fauna silvestre. Desde hace mucho tiempo se hanrealizado
diferentes técnicas de colecta de muestras, adaptando los métodos desarro-
llados a partir de las técnicas de muestreo en humanos, animales domésticos
o de animales de zoologicos.

Las técnicas de muestreo se pueden clasificar principalmente en dos tipos, las
no invasivas y las invasivas. Las técnicas no invasivas son aquellas que no
requieren de la contencion del animal, mientras que para las muestras invasi-
vas, por el contrario, requieren de la contencion del individuo y son las técni-
cas mayormente usadas paraun buen muestreo.

CAPITOLO UND
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La obtencion de muestras pueden realizarse para diferentes objetivos, entre
los cuales tenemos el monitoreo de enfermedades con el fin de contribuir al
conocimiento de la salud ecolégica y evaluar el impacto de las actividades
humanas en el ecosistema respecto a la aparicién de enfermedades emergen-
tes (enfermedades que aumentan su incidencia o aumentan su rango de distri-
bucién en un lapso de tiempo corto y actual). Para esto, se debe vigilar la inci-
dencia y prevalencia de la enfermedad en la poblacion silvestre, determina-
cion de rango de posibles vectores (si es que la enfermedad lo requiere) y dis-
tribucion y densidad poblacional de estos, el riesgo sobre los animales de pro-
ducciony viceversa, asi como el posible riesgo en la salud humana (zoonosis).

En el caso de sospecha de que una enfermedad infecciosa pueda estar cau-
sando mortalidad o morbilidad en animales de vida silvestre, es importante
conocer los procedimientos para lograr un muestreo adecuado y representa-
tivo. Estos procedimientos deben dirigirse a analisis especializados y encon-
trar informaciéon epidemiologicamente relevante, sin que exista una desvia-
cion o error que nos pudiera llevar alas conclusiones incorrectas y, peor aun,
tomar decisiones erréoneas en funcion de informacion confusa o no conclu-
yente, que pudiera generar mas problemas de los que se pudieran estar pre-
sentando por la aparicion de un brote infeccioso. Otro factor que debemos
tener en cuenta, es la diferencia entre asociacién y causalidad; la presencia de
un agente reconocido como patégeno en una muestra biologica, no significa
definitivamente que gener6 una patologia en el animal de donde proviene la
muestra, pues muchas veces estan presentes como una consecuencia de algu-
na otra patologia, de manera azarosa, o simplemente no estan causando una
infeccion sintomatica.

El estudio y diagnoéstico de las enfermedades es una rama de investigacion
bastante profunday requiere de aios de experiencia y técnicas e instrumenta-
cion especializada, sin embargo el objetivo de ésta seccion no es dar un entre-
namiento en diagnostico, sino adiestrar en un correcto manejo de muestras
para que se logre hacer un diagnoéstico adecuado. Cabe mencionar que el diag-
nostico directo del agente infeccioso consiste en generar evidencia de la pre-
sencia del patégeno, sin embargo, en muchas enfermedades tiene suficiente

Luis M. Garcfa Feria, Arturo Barbachano-Guerrero y Antonio A. Visquez Aquilar
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valor diagnostico las metodologias indirectas, como son la busqueda de anti-
cuerpos especificos o metabolitos del patégeno, como toxinas.

Existe una gran diversidad de vertebrados silvestres con los que uno puede
tener la necesidad de tomar muestras, y la diversidad de enfermedades infec-
ciosas que pueden adquirir es igualmente grande. La variedad de agentes
infecciosos que se han reconocido como causantes de enfermedad en anima-
les (domésticos y de vida silvestre) es sumamente vasta, e incluye organismos
acelulares, como los virus, viroides y priones, y organismos celulares, estos
ultimos pudiendo dividirlos en bacterias y organismos eucariontes (hongos,
protozoarios, helmintos, etc.). El conocimiento de la historia de vida de los
patégenos, sus vectores y distribucion, ademas del conocimiento y vigilancia
epidemiologica, puede ayudar en el desarrollo de programas de recuperacion,
viabilidad y determinacion de amenazas en poblaciones de especies silves-
tres, asi como la planeacion de reservas y manejo de poblaciones.

Por otro lado, el crecimiento de la poblacién humana ha llevado a una deman-
da energética mayor, a la necesidad de produccion de mas alimento y al con-
trol de plagas, y estas “necesidades” conllevan el uso de sustancias para hacer
mas eficiente la produccion. El uso indiscriminado de pesticidas (herbicidas,
fungicidas e insecticidas y otros quimicos), también llamados alteradores
fisiol6gicos, afecta las funciones metabolicas de muchos organismos, inclu-
yendo al humano, y han sido dispersadas en el aire y en el agua por mas de 50
anos. Por ejemplo, contaminantes inorganicos en tortuga marinas (Barcelo-
Vera 2004); contaminantes organicos persistentes (COPs) y su relacion con
hormonas sexuales (Gonzalez-Jauregui 2008). Ademas de los quimicos que
causan toxicidad en el sistema endocrino, también son considerados altera-
dores a aquellos que causan dano en el ADN con efectos en el desarrollo. Ade-
mas del monitoreo de la salud del sistema endocrino en la poblacion, determi-
nando los niveles de diferentes hormonas, es necesaria la evaluacion del siste-
ma inmunitario, ya que la presencia de individuos adultos reproductores y
jovenes saludables no necesariamente reflejan la salud de la poblacion.
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Los cambios en el habitat, como la pérdida de continuidad o fragmentacion, la
consecuente fragmentacion de las poblaciones, la disminucion de los tama-
nos poblacionales, efectos climaticos y catastrofes naturales, han resultado
en la pérdida de la variabilidad genética de las poblaciones de fauna silvestre.
La disminucion de la variabilidad genética puede estar reflejada en la adapta-
cion y respuesta a la exposicion a patdgenos, esto es, a la disminuciéon en la
respuesta inmunologica de los individuos, llegando a un potencial epidémico
inminente que puede exterminar a una especie local o regionalmente, o en el
peor de los casos la extincion definitiva. Bajo este esquema, es de suma impor-
tancia verificar y tener un monitoreo de la salud genética de las poblaciones
silvestres.

Para cada tipo de agente etiologico existen condiciones 6ptimas de toma, trans-
porte y conservacion de muestras, de manera que no existe una técnica univer-
sal, pero si existen patrones basicos que nos ayudaran a que la valiosa muestra
que obtengamos mantenga su viabilidad para el diagnostico de una enferme-
dad, desequilibrio metabolico u otra etiologia. Otro problema con el que nos
podemos encontrar, es la dificultad de hacer un diagnostico presuntivo en cam-
po, por lo que no siempre sabremos cual es el tipo y manejo 6ptimo de la mues-
tra. En este capitulo hacemos la descripcion de la teoria y las técnicas basicas
de manejo de muestras en campo para un exitoso diagnostico, monitoreo de
enfermedades infecciosas, alteradores fisiologicos y estudios genéticos, asi
como algunas técnicas de diagnostico que pueden realizarse en campo.

Eleccion de la muestra

La eleccion de lamuestra dependera de dos factores principales: la sospecha o
diagnoéstico presuntivo del agente etiologico, y el conocimiento de la patogeé-
nesis de la enfermedad que se buscara. Para el primer factor, es necesarioreco-
nocer algin sindrome, comportamiento, diferencia temporal de una prevalen-
cia, hospedero especifico o un signo patologico observable que pudiera ser
patognomonico o fuertemente asociado con una enfermedad, como por ejem-
plo: 1a coloraciéon verdosa de la mucosa del estbmago muscular es un signo
caracteristico de intoxicacion por plomo en aves acuaticas; la aparicion de
ulceras en encias y pezuinas de bovinos, nos genera la sospecha de fiebre afto-
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sa, y podriamos dirigir el muestreo para diagnosticar la presencia del agente
que la provoca. Para el segundo factor, requiere conocimientos mas especiali-
zados sobre los 6rganos o zonas anatomicas que afecta el agente sospechoso,
como en el caso de rabia, sabiendo que el virus solo se replica levemente en
tejido muscular (al comienzo de lainfeccién por inoculacién por una mordida)
y fuertemente en tejido nervioso, seria incorrecto tomar una muestra de san-
gre, pues lo mas probable es que no se encuentre una carga viral detectable en
ese tipo de muestra, a diferencia de una muestra de tejido de la herida fresca o
el encéfalo de un animal que ha comenzado a presentar sindrome por rabia. En
caso de no sospechar de una enfermedad especifica o considerar varios agen-
tes etiologicos como posibles causantes de la patologia presentada, es reco-
mendable tomar muestras dirigidas a multiples enfermedades, de manera que
se abarque un espectro amplio sin generar una sobrecarga a la institucion
encargada del diagnosticoy los costos no sean demasiado elevados.

Métodos de colecta de muestras

Los métodos de colecta de muestras varian de acuerdo a la especie animal de
estudio y de las muestras requeridas como se puntualizé anteriormente. Las
técnicas que describiremos contemplan la toma de muestras de sangre, mues-
tras de excretas, hisopados (rectal, vagina, oral y nasal), raspado cutaneo y
paracolecta de ADN.

Colecta de sangre

Aves

En las aves, los sitios de colecta de sangre cambian de acuerdo al tamafo y
tipo de ave. En general, se consideran las venas radiales y la yugular derechay
en ocasiones, la vena tarsal en aves acuaticas. En aves de tamafo pequeio,
como Paseriformes y Trochilinae, es dificil la punciéon y la obtenciéon de vola-
menes suficientes para realizar una biometria hematica (Ritchie et al. 1994);
se considera que entre el uno y el tres por ciento del volumen total de sangre
en animales sanos se pueden colectar a partir del volumen calculado con la

1.02

), es decir, si un ave pesa 500 g, tiene un volumen

ecuacion alométrica 65(W,,
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total calculado de 32.05 ml de sangre y se puede obtener una muestra de entre
0.32 y 0.96 ml de sangre (Sedgwick y Martin 1994). Una regla general, para
prevenir el riesgo de hipotension y falla cardiaca asociada, es que la muestra
de sangre nunca debera exceder de 1 ml por 100 g de peso corporal por mes
(Ancrenaz etal. 2003).

Mamiferos

Las técnicas de muestreo en los mamiferos, se ajustan principalmente al tama-
no del animal, por ejemplo, en mamiferos pequefios, como algunos roedores,
se debe exponer la zona ventral del animal y lograr la extraccion de sangre de
manera intracardiaca. La aguja debe ser insertada en el 4° o 5° espacio inter-
costal, al lado izquierdo inmediato del esternon. La succion debe ser lenta, ya
que por el tamafio del corazon la presion negativa de la aguja puede colapsar
el 6rgano. También en mamiferos pequenos, la obtencion de sangre puede ser
delavena caudal enla zona ventral de labase de la cola; en esta técnica el volu-
men de sangre comunmente es bajo, pero facilmente se pueden llenar tubos
capilares. Con ésta misma técnica se puede colectar una pequeia cantidad de
sangre de murciélagos, pero de la vena superficial radial.

En mamiferos de tamafio mediano, la venopuncion se realiza prioritariamente
en venas yugulares, radiales, femorales, safenas y/o caudales, sin embargo,
cualquier vaso de calibre suficiente para obtener la cantidad de sangre reque-
rida es buena opcion. En animales de mayor tamano se facilita aiin mas por el
calibre de los vasos.

Reptiles

Pequenas cantidades de sangre pueden ser colectadas en lagartijas de tamafio
pequeno a partir de la amputacion de alguna de las ufas o de las falanges. Tam-
bién puede puncionarse la vena coccigea ventral, no obstante, se debe tener cuida-
do, ya que en muchas ocasiones las lagartijas pueden auto-amputarse la cola como
reflejo en defensa a la depredacion. La opcion de puncién intracardiaca también es
viable, pero solo se deberd usar en casos de que no haya otra opcién. Las venas
yugulares son preferidas, al igual que la vena abdominal ventral, en ésta tltima, si
no se efecttia cuidadosamente, se pueden desarrollar hemorragias serias.

Luis M. Garcfa Feria, Arturo Barbachano-Guerrero y Antonio A. Visquez Aquilar

27



Manual de técnicas del estudio de la fauna / Sonia Gallina Tessaro

En serpientes es de eleccion la puncion cardiaca, buscando el corazon en el
primer tercio del cuerpo del animal. En serpientes venenosas se debe contener
de manera segura antes de realizar le técnica. Es recomendada en individuos
mayores alos 300 gramos. Otra opcion de menor riesgo es el seno venoso coc-
cigeo ventral, se debe tener cuidado de no afectar los hemipenes. En animales
sedados, principalmente animales venenosos, pueden puncionarse en las
venas palatinas y las sublinguales.

La técnica de obtencion de sangre en cocodrilos y tortugas marinas basica-
mente es la misma; la puncion se hace cerca de la insercion del craneo y las
vértebras cervicales, en el plexo venoso post-occipital, se pueden obtener un
buen volumen de muestra pero puede mezclarse con linfa. En tortugas semia-
cuaticas, la obtencion de muestras sanguineas de buen volumen se puede
hacer enlavena yugular, localizada caudodorsal ala membrana timpanica; las
metatarsales, en el plexo venoso braquial; venas cefalicas, en la vena femoral o
en la vena dorsal caudal. En ocasiones es de buena eleccion la puncion cardia-
ca, introduciendo la aguja entre las placas pectorales y abdominales del plas-
tron sobre lalinea media (Mautino y Page 1993). Sin embargo, se debe conside-
rar tranquilizar quimicamente al animal.

En tortugas terrestres, se ha considerado las mismas vias que en las semiacuati-
cas; no obstante, se deben anestesiar a los individuos debido a la gran fuerza que
tienen cuando se protegen dentro del caparazén. Por otro lado, pequenas cantida-
des de sangre para microhematocrito o para analisis genéticos pueden obtenerse
de la puncion de los vasos sanguineos de las falanges (Garcia-Feria et al. 2015).

Anfibios

El método de obtencion de sangre en animales del orden Anura, se dirige a la
puncion intracardiaca, la vena abdominal central (Raphael 1993) y al plexo
sublingual (Heatley y Johnson 2009); en salamandras es considerada la vena
caudal y la puncion cardiaca. En especies de gran tamafo se pueden puncio-
nar los vasos visibles de las extremidades. Dependiendo del tamafio del ani-
mal, es seguro colectar sangre correspondiente a aproximadamente el uno

por ciento del peso corporal en animales sanos (Heatley y Johnson 2009).
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Para todos los vertebrados, las muestras sanguineas podran servir para obte-
ner solidos totales, niveles de hematocrito, conteo de total y diferencial para
leucocitos. Estos valores variaran dependiendo de la especie, edad, sexo y
temperatura. Ademas, las muestras sanguineas se pueden usar para el diag-
nostico de diversas enfermedades, por ejemplo, al separar el suero se podran
hacer distintas pruebas serol6gicas como inmunoensayos enzimaticos
(ELISA) o pruebas de aglutinacion, para la deteccion de anticuerpos de enfer-
medades como fiebre del Oeste del Nilo o toxoplasmosis, entre otras. Este tipo
de diagnostico es facil de realizar in situ, siempre y cuando se cuente con un
lector de ELISA o un microscopio, ya que venden diversos kits comerciales de
diagnoésticorapido parauna gran gama de enfermedades.

Obtencion de Suero

Para obtener el suero se necesita colocar la muestra de sangre en tubo sin anti-
coagulantes; estos tubos regularmente se diferencian de los demas por tener
un tapon color rojo. Una vez que se tenga la muestra hay dos formas de sepa-
rar el suero del paquete celular, una es por centrifugaciéon a aproximadamente
4000 rpm con la ayuda de una centrifuga, y la otra es dejando reposar las
tubos para que el paquete celular se sedimente. Es recomendable hacerlo lo
mas pronto posible, pues asi se evitalalisis celular y por consecuente la conta-
minacion del suero con compuestos intracelulares. Una vez que se sedimente
el paquete celular, se podra obtener el suero para realizar las pruebas serolo-
gicas in situ'y el resto del suero se podra congelar para ser trasportado al labo-
ratorio de destino yrealizar pruebas posteriores.

Obtencion de plasma

Para la obtencion de plasma se recomienda el uso de heparina, ya que puede
prevenir la hemolisis. Para el almacenaje, existen tubos que se caracterizan
por tener un tapon color verde. La heparina se usa arazén de 0.1 a 0.2 mg/ml
de sangre total, evitando asila coagulacion por neutralizacion de la trombina;
sin embargo, no resulta satisfactoria para recuentos de leucocitos o cuando
han de prepararse extensiones de sangre, porque en éste segundo caso, pro-
duce un fondo azul en las preparaciones tefiidas con el colorante de Wright;
no obstante, no afecta el hematocrito ni el tamano corpuscular. Es importante
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la eleccion del agente anticoagulante, pues algunos métodos moleculares o
inmunologicos se ven afectados por ellos.

Unavez obtenida, la muestra es centrifugada o los tubos se mantienen en repo-
so para que el paquete celular sedimente; posteriormente, se puede medir el
hematocrito. Debido al anticoagulante, es factible volver a mezclar el plasma
con el paquete celular y se puede tomar muestras de sangre para realizar
microhematocrito o frotis sanguineos, aunque hay que tomar en cuenta las
desventajas que se tiene con la tincion de Wright.

Pruebas bioquimicas

Cuando se requiere realizar pruebas quimicas de la sangre, se necesita utilizar
EDTA como anticoagulante, a menos que se vayan a cuantificar iones de calcio
0 magnesio; el tubo a utilizar se caracteriza por tener un tapéon de color mora-
do. El EDTA evita la coagulacion por eliminacion del calcio libre de la sangre.
La sangre tratada se puede utilizar para preparar extensiones hasta dos horas
después de su extraccion, para esto, hay que mezclar minuciosamente la san-
gre sila concentracion de EDTA es superior a 2 mg/ml de sangre total. La san-
gre puede ser almacenada a 4°C durante 24 horas sin efecto aparente sobre la
hemoglobina, el hematocrito, el nimero de leucocitos y de hematies; si por lo
contrario la sangre se almacena durante 4 horas a temperatura ambiente, apa-
rece unvalor de hematocrito elevado atun sin afectar los parametros restantes.

Técnica de colecta y manejo de excretas

La colecta y el manejo de las excretas es basicamente la misma para todas las
especies, sin embargo, hay especificaciones dependiendo de la calidad de la
muestra. Por ejemplo, cuando se tiene la oportunidad de manipular al animal,
se pueden obtener muestras frescas de heces. Las muestras frescas para anali-
sis parasitoscopico, en caso de no ser estudiadas inmediatamente, pueden ser
preservadas en formol al 4%, etanol al 70% o mantenerse en refrigeracion a 4°C
(Friend y Franson 1999, Marks y Houston 2009). Nunca deben ser congeladas
debido a la posible destruccién de componentes diagnosticos, como el estalla-
miento de los huevos y oocitos de parasitos entéricos.
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Técnicas de muestreo cutaneo

El raspado es la técnica de exploracion que mas se utiliza para la piel. Cuando
se sospecha de dermatofitos (hongos o tifias) es necesario cortar el pelo de la
zona afectada, ya sea con tijeras o con maquina. Después se debe limpiar la
zona con una gasa limpia humedecida en alcohol 70% o agua estéril, para reti-
rar detritus y los fragmentos de pelo cortado. Posteriormente, el pelo de la
periferia de la zona afectada es arrancado con pinzas y colocado en el por-
taobjetos y con una hoja de bisturi se deben raspar los margenes de la lesion.
La muestra obtenida del raspado es colocada en un portaobjetos y protegida
con un cubreobjetos (Mueller 2000, Scott et al. 2001).

Cuando se sospecha de acariasis (sarnas), después de que se hace una limpie-
za dela zona afectada como en la técnica de colecta de dermatofitos, se pelliz-
calapiel para extraer alos acaros. Después se colocauna o dos gotas de aceite
mineral sobre la piel que no escapen los acaros y colectar facilmente el raspa-
do con la hoja de bisturi tan profundo hasta que salgan pequenas gotas de
sangre de la piel. El material recogido es colocado en un portaobjetos exten-
diéndolo en una capa delgada y homogénea, luego proteger con un cubreobje-
tos (Mueller 2000, Ballweber 2001, Scott et al. 2001).

Técnicas para colecta para estudios fisiologicos

Actualmente existen varios tipos de técnicas de deteccion de toxinas y otros
elementos que causan alteracion fisiologica en los animales. El factor comun
para el diagnostico es mantener la muestra colectada en refrigeracion o conge-
lacion, a partir de animales muertos u otros elementos (p. ej., sedimentos, agua,
granos, etc.) (Friend y Franson 1999). Sin embargo, para el diagnostico in vivo de
estos agentes etiologicos y/o la alteracion fisiologica producida, es necesario la
colecta de muestras de suero (Friend y Franson 1999), heces y orina (Hodges y
Heistermann 2003, Caney 2010).

La obtencion de suero para estos estudios se realiza a partir de sangre com-
pleta en tubos sin anticoagulante. Posteriormente es centrifugada a 4000 rpm
o se dejareposar para que se separe el paquete celular en dado caso de no con-
tar con una centrifuga (ver detalles en la seccién de obtencion de suero). El
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suero puede mantenerse en refrigeracion por periodos cortos, pero es reco-
mendable mantenerlo en congelacion.

La orina puede ser colectada en campo con el uso de bandejas, en el caso de
especies arboricolas; aspiracion con jeringa o pipeta, en el caso de encontrar
orina estancada o salpicada enlas hojas; o por absorcion con papel filtro (Hod-
gesy Heistermann 2003). Si se captura al animal y se mantiene anestesiado, la
orina puede obtenerse por cistocentesis (Caney 2010).

Muchas hormonas son relativamente estables a temperatura ambiente por
varios dias, las formas conjugadas de las hormonas son menos estables, lo
ideal es mantener la muestra de orina en refrigeracion para traslados cortos y
posteriormente congelarla (<-10°C). En dado caso que no se cuente con el equi-
po apropiado, lamuestra de orina se puede almacenar en etanol al 20-50% o se
puede emplear azida sddica (0.1%) como preservadores; una forma mas bara-
tay sencilla es colectar la muestra en papel filtro y almacenarla en seco (Hod-
gesy Heistermann 2003).

La coleta de heces puede ser directamente del suelo, tomando de la superficie
que no tuvo en contacto con el suelo una porcion de aproximadamente 2 g. Si
la excreta es grande, se pueden tomar varias porciones y homogeneizarlas (no
mas del 30% del volumen total). Para su almacenamiento se recomienda utili-
zar etanol (40-80%) a temperatura ambiente en una relaciéon peso:volumen de
4:1 (Ziegler et al. 2000).

Técnicas para colecta de material para ADN

Las muestras de sangre obtenida de cualquier especie puede utilizarse parala
extraccion de ADN, ésta puede usarse completa o en el caso de mamiferos
centrifugarse para obtener el paquete de células blancas (leucocitos). La san-
gre puede preservarse en EDTA pero debera ser refrigerada a 4°C; una mejor
manera de conservarla, cuando no se tiene manera de refrigerar o congelar las
muestras, es la utilizacion de una solucién amortiguadora y preservadora de
ADN (p.ej., Lysis buffer, Longmire et al. 1997). Con esta solucion, las muestras

pueden mantenerse a temperatura ambiente por mas tiempo; 250 ul de san-
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gre completa por cada 5 ml de solucion. Otra opcion es la sustancia amorti-
guadora y preservadora de RNA, principalmente el RNAlater (Applied Biosy-
stems-Life Technologies, Van Allen Way, Carlsbad, California), con el cual se
pueden mantener las muestras a temperatura ambiente (25°C) por una sema-
naoa37°C por 24 horas, pudiéndose utilizar también para preservar ADN.

Cuando el origen del ADN son plumas, las muestras frescas pueden mante-
nerse secas a temperatura ambiente durante dos semanas o hasta por un mes
a 4°C y obtenerse ADN de alta calidad (Bello et al. 2001). También se pueden
almacenar en gel de silica y mantenerse secas a temperatura ambiente para no
degradar el ADN (Taberlet et al. 1999, Balkiz et al. 2007) o preservarse en eta-
nol al 70% (Balkiz et al. 2007).

Las muestras de pelo deben tener el foliculo y pueden obtenerse de manera no
invasiva que arranquen el pelo completo, tomando mayor importancia el
foliculo piloso (Valderrama et al. 1999, Zielinski et al. 2006, Garcia-Feria 2008,
Ameéndola-Pimienta et al. 2009). El almacenamiento puede ser de la misma
manera que para las plumas. Se recomienda que el pelo sea almacenado en
bolsas de papel y mantenidas secas (Grossens et al. 1998, Woods et al. 1999,
Sloane et al. 2000). El uso del gel de silica o la congelacion para el almacenaje
de muestras de pelo es la mejor opcion, siendo mas ventajosa la congelacion a
-20°C (Roon et al. 2003).

Las muestras fecales para estudios de ADN muchas veces no se pueden obte-
ner frescas. Las heces pueden utilizarse tanto frescas (Hoss et al. 1992) como
secas (Wasser et al. 1997, Dalén et al. 2004) para obtener las células epiteliales
del intestino presentes dentro y en la superficie de la excreta. No obstante, la
accion de las nucleasas presentes en la excreta puede degradar el ADN. Para
minimizar la degradaciéon por la interferencia de la enzima, se pueden usar
diferentes métodos de preservacion como la deshidratacion por aire seco, alma-
cenamiento en etanol al 70%, congelacion a -20°C, o el uso de sustancias amor-
tiguadoras que contengan altas concentraciones de sales (p. ej., DET, Frantzen
et al. 1998). Distintas formas de colecta de ADN de manera no invasiva son des-
critas en Piggot y Taylor (2003). Una forma sencilla es la colecta de la excreta, su
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secado en papel absorbente y su almacenamiento en viales con gel de silica.
Con esta técnica, la muestra puede tener una duraciéon de entre 3 dias hasta 4
anos a temperatura ambiente antes de la extraccion del ADN (Regnaut et al.
2006). Si se cuenta con algiin preservador y protector de acidos nucleicos (p.ej.,
RNAIlater)la excreta fresca es la mejor eleccion (Vigilant y Guschanski 2009).

Para todas las muestras realizadas para la extraccién de ADN, hay que consi-
derar que deben ser protegidas de la humedad y de la exposicion alaluz ultra-
violeta para que no sea degradado el ADN (Lindahl 1993).

Consideraciones para el muestreo de agentes infecciosos

A continuacion se presenta un cuadro donde se enlistan de manera general las
muestras adecuadas en funcién del sitio anatomico donde se replica el agente
etiologico del que se sospecha.

La muestra puede ser transferida a un medio de transporte, siempre y cuan-
do tenga las caracteristicas para conservar organismos anaerobios.

La muestra tomada debe ser representativa y tener un volumen suficiente
para el analisis; es necesario tomar en cuenta la cantidad y el tipo de analisis
que se realizaran. Las técnicas de biologia molecular normalmente requieren
volumenes pequenos para proceder a la extraccion de acidos nucleicos, 1 ml
como maximo; para proceder al aislamiento de bacterias, hongos o virus, se
recomienda tomar una muestra de 3-5 ml en el caso de que sea liquida, frag-
mentos de 2 por 2 cm en el caso de que sean fragmentos de tejido, o un hisopa-
do que haya sido presionado contrala zona afectada o donde se espera encon-
trar el microorganismo y depositarlo en un medio de transporte. Cuando se
realizan necropsias, es recomendable para estudios bacteriologicos, seccio-
nar partes de los 6rganos afectados de manera que al arribar la muestra al
laboratorio, se pueda volver a seccionar para exponer zonas del tejido que no
han estado en contacto directo con el medio ambiente. Al recolectar heces, es
preferible que la muestra no entre en contacto con fuentes de contaminacion
natural como es el suelo o agua del medio ambiente, sino que sea depositada

en un contenedor estéril. En todos los casos se debe proceder a tomar una
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Cuadro 1.1 Muestras adecuadas en funcion del sitio anatémico de estudio.

SITIO ANATOMICO MUESTRA ADECUADA EJEMPLO DE AGENTE ETIOLOGICO

Vias respiratorias altas Hisopado faringeo, secreciones Virus de Influenza, Bordetella pertussis

Vias respiratorias inferiores ~ Aspirados, biopsia Virus de Newcastle, Streptococcus pneumonia
Tracto urinario Orina (chorro medio, cateterizacion  Leptospira spp., Enterococcus spp.

0 aspirado), hisopado uretral, biopsia
de rifion o vejiga

Tracto genital Hisopado uretral (macho) Brucella spp., Citomegalovirus
0 vaginal (hembra)

Heridas superficiales Aspirados de pus o secreciones Staphylococcus aureus,

Heridas profundas Aspirados, biopsia de tejido necrosado Clostridium spp.

Piel Biopsia de piel, secreciones Erysipelothrix rhusiopathioe

Tracto gastrointestinal Hisopado rectal, heces, biopsia de  Salmonella spp., Strongyloides spp.

tejido intestinal, higado, estomago

Sistema circulatorio Sangre, biopsia de corazén, bazo,  Brucella spp., virus Dengue
Sistema nervioso liquido cefalorraquideo, biopsia de  Virus de la Rabia, virus del Oeste del Nilo
encéfalo, médula espinal

Cavidad dtica, ocular o bucal Hisopado dtico, ocular, bucal, Adenovirus, Herpesvirus, Candida spp.
aspirado de secreciones

muestra lo mas “limpia” posible, es decir, que tenga una baja posibilidad de
contaminarse con agentes microbianos que se encuentran en el medio
ambiente, evitando de esa manera la obtenciéon de resultados falsos positivos;
deigual manerano se deben tomar muestras de animales o tejidos en descom-
posicion, pues la microbiota sapréofaga puede enmascarar al patégeno que
pudo haber sido responsable de la mortalidad.
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Conservacion de la muestra

Uno de los factores clave para tener éxito en un procedimiento diagnostico, es
la conservacion de la muestra, es decir, evitar la degradacion del sustrato a
agente que servira como detectable por un método determinado; la eleccion
de un método de conservacion dependera principalmente del tipo de estudio
que serealizara.

La variedad de métodos diagnosticos de enfermedades infecciosas es grande
y aumenta continuamente con el desarrollo y el uso de nuevas tecnologias, en
especial en las ultimas décadas con la aparicion de técnicas moleculares cada
vez de mayor sensibilidad; sin embargo, existen metodologias sencillas utili-
zadas desde hace muchos afios que siguen siendo la mejor opcion, pues com-
binan caracteristicas adecuadas en cuanto a sensibilidad, precio, facilidad en
analisis y conservacion de muestras y representatividad epidemiologica. Los
métodos diagnosticos se podrian dividir en funcion del método requerido de
conservacion de lamuestra (Cuadro 1.2).

Larefrigeracion o congelacion de muestras en campo no siempre sera posible,
debido a que en muchas ocasiones no se contara con el instrumental suficien-
te, sin embargo se pueden hacer recomendaciones basicas. Para mantener
refrigerada una muestra en campo, se recomienda usar refrigerantes en gel
contenidos en bolsas selladas, en el caso de no contar con ellas, se puede usar
hielo, teniendo cuidado de no generar una acumulacién exagerada de agua en
el contenedor de las muestras, que puede mermar su conservacion. Las mues-
tras que se requieren congelar, deberan mantenerse en un contenedor con
hielo seco el mayor tiempo posible; es necesario recordar que el hielo seco
pasaaestado gaseoso continuamente y no debera ser almacenado en contene-
dores sellados herméticamente.

A suvez, el método de conservacion sera diferente dependiendo de la naturale-
za del patdogeno que se requiere conservar, es decir, virus, bacteria, hongo, pro-
tozoario o helminto. Cada uno de ellos tiene diferentes niveles de susceptibili-
dad a factores del medio ambiente, por lo que existen sistemas Optimos para

cadauno de ellos, algunos factores basicos a considerar son los siguientes:
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Cuadro 1.2 Requerimiento de conservacion en funcidn del método diagndstico a utilizar.

REQUERIMIENTO ESTRATEGIA METODQS EJEMPLOS
DE CONSERVACION DE CONSERVACION DIAGNOSTICOS DE CONSERVACION
Conservar viabilidad Refrigeracion en medio Aislamiento o cultivo Hisopado en medio
del organismo que evite proliferacion del organismo patégeno,  de transporte
deteccion de actividad ~ Stuart en refrigeracion
fenotipica
Conservar estructura Depdsito de la muestra Observacion directaen  Heces en solucion de
del organismo en solucion que evite busca del agente formol al 10%
descomposicion y no
afecte estructura
Conservar estructura Congelacion de la Deteccion de dcidos Hisopado faringeo en
subcelular del organismo ~ muestra en una solucion ~ nucleicos, medio de transporte viral
que defenga actividad proteinas o lipidos en congelacion

bioquimica de degradacion

Conservar metabolitos ~ Congelacion sin diluir Defeccion de toxinas Suero congelado
0 anficuerpos

Cuando la muestra para hacer diagnostico viral es liquida, normalmente no
requerira usar medios de transporte, pero cuando sean hisopados o fragmen-
tos de tejido, es necesario sumergirlos en un medio de transporte que los pro-
teja. Laresistencia de los virus dependera de la complejidad de su estructura;
las muestras deben ser mantenidas a temperatura de refrigeracion, pero si el
transporte de la muestra tomara mas de 24 horas, se recomienda congelar en
hielo seco. Los medios para transporte de virus en general contienen un regu-
lador de pH, proteinas para estabilizar los virus y antibioticos para prevenir el
desarrollo de microbiota acompanante.

Las bacterias son un conjunto de organismos con capacidades metabolicas
muy diversas, entre ellas podemos encontrar bacterias acidofilas y alcal6filas,
aerobias y anaerobias, psicrofilicas y termofilicas; esta gran variedad hace
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dificil la eleccion del sistema de conservacion. En todos los casos requieren un
soporte que permita su viabilidad celular, proteja su maquinaria enzimatica
para poder metabolizar rapidamente sustratos en el laboratorio y no permita
la proliferacion de bacterias. Existen hoy en dia muchos sistemas comerciales
para conservar bacterias segun sea el tipo: medios para bacterias anaerobias,
aerobias, esporulados y exigentes. No se deben congelar las muestras, pues la
célula bacteriana se ve muy afectada con los cristales de agua que se forman al
disminuir la temperatura.

Muchos hongos se caracterizan por tener estructuras de reproduccion resis-
tentes al medioambiente, sin embargo, algunos son muy sensibles a cambios
de temperatura y pierden viabilidad rapidamente, por lo que se recomienda
transportar las muestras a temperatura ambiente. Cuando las muestras no
seran entregadas para el procedimiento diagnostico en menos de 24 horas se
recomienda refrigerar, para evitar el crecimiento de bacterias acompafnantes,
a menos que se use un medio con agentes antibacterianos. Los hongos son
microorganismos aerobios, por lo que no deben ser transportados o almace-
nados en contenedores que favorezcan las condiciones reductoras o sean
especializados en organismos anaerobios.

Los protozoarios y helmintos normalmente no son diagnosticados por méto-
dos de aislamiento o proliferacion, sino que se busca identificar estructuras
patognomonicas o movilidad caracteristica. En el caso de preservar las estruc-
turas se recomienda una solucion fijadora, como lo puede ser el formol en
solucion salina; las muestras que se encuentren en el agente fijador, no
requieren ser refrigeradas, pues en esa solucién no hay actividad metabodlica.
Cuando se busquen hemoparasitos, es recomendable hacer in situ un frotis y
fijarlo, de manera que se pueda hacer una técnica de tincién en el laboratorio.

Medios de transporte para la muestra

Unmedio de transporte se puede definir como un sistema en el cual se conser-
varan caracteristicas seleccionadas de una muestra por un tiempo determina-
do. La complejidad de estos sistemas dependera de las caracteristicas de la

muestra que se requiera conservar; en el caso de requerir conservar la estruc-
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tura celular o pluricelular de un organismo para observacion microscopica,
como es el caso de quistes o huevos de algun protozoario o helminto intesti-
nal, se puede adicionar a la muestra un agente que detenga toda actividad
metabolica y de degradacion de la muestra, sin que modifique la estructura
que buscaremos, como puede ser el formol al 10%, sin embargo, esa muestra
no sera util para el aislamiento de bacterias entéricas. En el caso de requerir
conservar la viabilidad de un agente infeccioso para su aislamiento y amplifi-
cacion, como el aislamiento de un virus en un sistema de cultivo celular, se
requiere conservar la capacidad del organismo de multiplicarse, sin que haya
proliferacion del agente buscado ni otros organismos que pudieran enmasca-
rar su presencia. Sila metodologia que se usara para el diagnostico es cuanti-
tativa, es estrictamente necesario que la concentracion del sustrato a cuantifi-
car no varie desde la toma de muestra hasta el analisis, como pudiera ser la
cuenta viable de bacterias enteropatogenas en heces.

En el caso de ser un medio para transportar muestras cuyo diagnostico no
requerira la viabilidad del organismo, como es el caso de identificacion de
estructuras de resistencia (quistes) o de transmision (huevos), tendran compo-
nentes que eviten la degradaciéon de la muestra y no afecten la estructura que
se identificara, por ejemplo, una solucion de formol al 10% conservara de mane-
ra adecuada una muestra fecal para la identificacion de quistes de protozoa-
rios entéricos. Si se espera observar movilidad microscépica de flagelados enté-
ricos, es necesario que la muestra de heces sea frescay se analice 1o mas pronto
posible 0 se mantenga en una solucion isotonica, como solucion salina al 0.8%.

Cuando el método diagnoéstico se base en el aislamiento y crecimiento del
agente infeccioso, es de suma importancia mantener la muestra de manera
que no se pierda la viabilidad del organismo. La congelacion de una muestra
sin un adecuado crioprotector, afecta de manera significativa la cantidad de
células que permaneceran viables al descongelar la muestra, por lo que es
recomendable mantener lamuestra en refrigeracion a 4°C.

En casos cuando se pretende diagnosticar a un patdégeno que se encuentra en
bajas concentraciones en la muestra, se pueden usar medios de enriquecimien-
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Cuadro 1.3 Ejemplos de algunos sistemas de transporte de muestra y su uso final.

SISTEMA DE TRANSPORTE APLICACION

Tejido congelado [nmunohistopatologia,
técnicas de biologia molecular

Tejido fresco (refrigerado) Aislamiento de bacterias u hongos

Tejido en formol 10% Histopatologia

Heces frescas/ en solucion salina 0.8%, (refrigerado) ~ Observacion de patdgenos entéricos moviles

Heces en formol 10% Observacion de quistes entéricos

Hisopado en medio de transporte Amies*™ Aislamiento de bacterias anaerobias

(refrigerado)

Hisopado en medio de transporte Stuart* Aislamiento de bacterias aerobias y hongos
(refrigerado)

Hisopado en medio Caldo Tetrationato*® Enriquecimiento para deteccion de Salmonella spp.
Hisopado en medio de transporte viral Aislamiento y deteccion de virus

Exudado recolectado en jeringa (refrigerado) Aislamiento de bacterias anaerobias

Exudado recolectado en frasco (refrigerado) Aislamiento de bacterias aerobias y hongos

* Ver Apéndice Il
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Figura 1.1. Sistemas comerciales para el transporte de muestras. A) sistema AssayAssure; B)
sistema de hisopados bacterioldgicos Copan; C) sistema de transporte viral de BD.

to para disminuir la cantidad de agentes acompafnantes y promover el desarro-
llo de algun agente etiol6gico especifico. Como ejemplo, la inoculacion de un
hisopado rectal en el medio de enriquecimiento Caldo Tetrationato para enri-
quecer la muestra y lograr la identificacion de algunas baterias del género Sal-
monella.

Actualmente existen diferentes fabricantes de medios de transporte especia-
lizados para un gran tipo de muestras y de agentes infecciosos, entre ellas
podemos encontrar los sistemas: AssayAssure, CopanyBD (Fig. 1.1).

El contacto con el laboratorio diagnostico

Al recolectar la muestra es necesario tomar todos los datos que pudiera
requerir el laboratorio que realizara el diagnostico, como son: especie del ani-
mal del que se recolect6 la muestra, sexo, signos observados, tipo de muestra
recolectado, fecha de tomay envio de muestra, administracion previa de anti-
biodticos, tipo de conservacion que se uso y medio de transporte utilizado. Se
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deberan incluir todos los datos en un documento en donde se enliste la canti-
dad de muestras que se envian, los diagnostico(s) que se solicita(n), nimero
de identificacién de cada muestra, zona geografica donde se recolect6 y el
nombre y procedencia del personal encargado de la toma, transporte y envio
delas muestras.

Bioseguridad

Cuando se presenta una mortalidad o morbilidad en animales, al tomar la
muestra es necesario considerarla como potencialmente infecciosa, pues exis-
ten muchos patogenos de animales que pueden causar patologias en los huma-
nos, algunas de ellas muy graves. Se recomienda tomar la mayor cantidad de
precauciones posibles que se puedan aplicar en el campo; entre los requeri-
mientos basicos estan: guantes de latex, cubre bocas, lentes de seguridad y, de
ser posible, el uso de batas desechables; el sitio donde se toma y maneja la
muestra debera ser desinfectado antes y después de su uso con una solucion
de cloro al 5%. Es muy importante que el personal o instrumentacion utilizada
en el muestreo no se conviertan en fomites que pudieran diseminar la enfer-
medad infecciosa a otras regiones geograficas, esto se evitara si se utilizaropa
exclusiva para el muestreo y se desecha cada vez que se usa. Las muestras
deben recolectarse en contenedores resistentes al transporte y envio, y ade-
mas, embalarse de manera que no representen riesgo al personal que las
transporta y recibe. Deben ser etiquetadas o marcadas con tal seguridad de
que durante la conservacion o el envio no se pierda el control sobre la identi-
dad de cada una de las muestras.
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APENDICE |

Tipo de muestra dependiendo del analisis requerido
y su posibilidad de realizarlo en campo.

MUESTRA ANALISIS OBJETIVO DEL DIAGNOSTICO ANALISIS
IN SITU
Confeo erifrocitos y leucocitos Posible
Sangre complefa Hematologia Hematocrito Si
Tasa de sedimentacion eritrocitica Si
Frotis para conteo celular Si
Frotis para bacterias Si
Patdgenos Frotis para hemopardsitos Si
Aislamiento bacteriano No
Toxicologia Pesticidas No
Inmunologia Anticuerpos No
Genética Extraccion ADN No
Plasma Quimica Vitaminas, minerales y metales No
Quimica Enzimas, electrolitos Posible
Suero Endocrinologia Hormonas No
Inmunologia Globulinas, anticuerpos No
Toxicologia Pesticidas No
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APENDICE I

MEDIOS Y REACTIVOS
e Formol 4y 10%
Reactivos para un litro
Formol 4010ml
Agua destilada 96 0 90 ml

e Lysis buffer (Longmire et al. 1997)

Reactivos

Tris-HC1 2 M, pH 8.0 50 ml
EDTA 0.5 M, pH 8.0 200 ml
NaCl 5 M 2 ml
Agua bidestilada 975 ml
SDS 20% (peso/volumen). 25 ml

¢ Solucion salina fisiologica al 0.9 %

Reactivos
Cloruro de sodio 09¢g
Agua destilada c.s.p. 100 ml

Procedimiento: Mezclar el cloruro de sodio en el agua destilada, una vez
lista la solucién, guardar en frasco en un lugar fresco.

e Colorante de Wright

Reactivos

Colorante de Wright 0.3¢g
Metanol (CH3 OH) 100 ml
Glicerol 3.0 ml

Procedimiento: Disolver en un mortero el colorante con el glicerol, una
vez disuelto se adiciona el metanol trasvasandolo a un frasco ambar.
Posteriormente se debe de agitar y filtrar antes de usar.

e Caldo Tetrationato

Reactivos

Peptona Proteosa 2.5 g/L
Caseina Pancreatica Digerida 2.5 g/L
Oxgall 1g/L
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Tiosulfato de Sodio 30 g/L

Carbonato de Calcio 10 g/L

Preparacion: Disolver los componentes en agua desionizada y hervir,
enfriar a 60°C. Agregar 2 ml de solucion de iodo (6 g de cristales de iodo
y 5 g de ioduro de potasio en 20 ml de agua desionizada) por cada 100
ml de medio. No recalentar o esterilizar en autoclave. Usar inmediata-
mente. pH final 8.4 + 0.2. Usar controles microbioldgicos para evaluar el
correcto funcionamiento.

e Medio de transporte Amies

Reactivos

Cloruro de Sodio 3g/L
Cloruro de Potasio 0.2 g/L
Cloruro de Calcio 0.1 g/L
Cloruro de Magnesio 0.1 g/L
Fosfato de Potasio Monobasico 0.2 g/L
Fosfato de Sodio Dibasico 1.15 g/L
Carb6n Vegetal 10 g/L
Agar 4 g/L

Preparacion: Disolver los componentes en agua desionizada, hervir y
distribuir en tubos con tap6n de rosca. Esterilizar a 121°C por 15 minu-
tos; pH final 7.3 + 0.2. Usar controles microbiolégicos para evaluar el
correcto funcionamiento.

e Medio de transporte Stuart

Reactivos

Tioglicolato de Sodio 1g/L
Glicerofosfato de Sodio 10 g/L
Cloruro de Calcio 0.1 g/L
Azul de Metileno 2 mg/L
Agar 3g/L

Preparacion: Disolver los componentes en agua desionizada, hervir y
distribuir en tubos con tapon de rosca. Esterilizar a 121°C por 10 minu-
tos; pH final 7.3 + 0.2. Usar controles microbiolégicos para evaluar el
correcto funcionamiento.

e RNAlater
Tissue Collection: RNA Stabilization Solution. Ambion, Inc.
Applied Biosystem, Referencia: AM7020, AM7024, AM7021, AM7022,
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AM7023
Qiagen. Referencia 76104, 76106.
Sigma-Aldrich. Referencia RO901.

e Algunos sistemas de transporte de muestras
Thermo Scientific, Sistema AssayAssure
(http://www.thermoscientific.com/ecomm/servlet/productscaralog_11152_
L11023_97173_1_4)

Copan
(http://www.copanusa.com/index.php)

Becton-Dickinson
(http://www.bd.com/ds/productCenter/CT.asp)
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APENDICE 11

ALGUNOS LABORATORIOS DE DIAGNOSTICO EPIDEMIOLOGICO EN MEXICO.

Laboratorio de Medicina de Conservacion

Escuela Superior de Medicina. Instituto Politécnico Nacional. Plan de San Luis
y Diaz Mir6n s/n, Col. Casco de Santo Tomas, Del. Miguel Hidalgo, C.P. 11340,
México DF, México. Tel.: 57296000 ext. 62753.

Correo electronico: leopoldoaguilar@hotmail.com.

Departamento de Microbiologia e Inmunologia

Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia. Universidad Nacional Autono-
ma de México. Servicio de diagnostico: tels.: 01 (55) 56 22 5900 /01 / 03, Fax:
01(55)56225971.

http://www.fmvz.unam.mx/fmvz/servicios/s_microbiologia.html

Instituto de Diagnostico y Referencia Epidemiol6gica, Secretaria de Salud
Federal

Benjamin Franklin #132 Col. Escandén Del. Miguel Hidalgo, C.P. 11800. Méxi-
co, DF.

Tels.: 2614 6892 al 96

http://www.cenavece.salud.gob.mx/indre/interior/servicios.html

Comision México-Estados Unidos para la Prevencion de la Fiebre Aftosa y
Otras Enfermedades Exéticas de los Animales

SAGARPA-CPA. Km. 15.5 Carretera México-Toluca, Col. Palo Alto, Delegacion
Cuajimalpa, C.P.05110, México D.F.

Laboratorio de Entomologia Médica
Universidad Autonoma de Nuevo Le6n. Pedro de Alba s/n, Ciudad Universita-
ria. C.P.66451. San Nicolas de los Garza, Nuevo Le6tn. México.

Centro de Investigaciones Regionales “Hideyo Noguchi”. Universidad Auto-
noma de Yucatan. Unidad Itzaes. Avenida Itzaés # 490 x Calle 59. Colonia Cen-
tro C.P. 97000 Mérida, Yucatan, México. Tels.: (999) 9245809,9245755, Fax:
(999) 9236120. Email: biomedic@www.uady.mx
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capitulo dos

Técnicas de campo y laboratorio para el estudio de pardsilos
sanquineos del orden haemosporida en aves terrestres

Diego Santiago-Alarcon

INTRODUCCION

Los parasitos representan el tipo de vida mas exitoso en la Tierra, dado que se
estima que mas del 50% de los organismos son parasitos, y esta cifra varia
dependiendo de la definicion de parasito que se use (Poulin y Morand 2000,
Poulin 2007). El parasitismo en términos generales se define como una rela-
cion o simbiosis en la cual uno de los participantes, el parasito, dafia a su hués-
ped o vive a expensas de €él (Schmidt y Janovy 2009). Normalmente una rela-
cion parasitaria se representa con los simbolos +/-, que indican que un orga-
nismo, el parasito, se beneficia (+) y otro, el huésped, es perjudicado (-)
(Schmidt y Janovy 2009). En los animales el parasitismo ha evolucionado o
aparecido al menos 60 veces de manera independiente (Poulin y Morand 2000).

Cuando un parasito vive sobre la superficie del huésped se le conoce como
ectoparasito y si vive dentro del huésped se le llama endoparasito (Schmidt y
Janovy 2009). La mayoria de los parasitos son parasitos obligados, es decir,
estos no pueden completar su ciclo de vida sin pasar al menos parte de su vida
infectando a un huésped. Existen parasitos facultativos, los cuales no son
normalmente parasiticos pero pueden convertirse en parasitos cuando acci-
dentalmente son comidos o entran en una herida u otra cavidad del huésped.
Cuando un parasito entra o se adhiere a una especie de huésped que es dife-
rente a la de su huésped normal, entonces se le conoce como un parasito acci-
dental o incidental. Algunos parasitos viven todo el tiempo dentro o sobre su
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huésped, a estos se les llama parasitos permanentes (p. ej. piojos, parasitos
de malaria), mientras que un parasito temporal o intermitente (p. ej. mosqui-
to, chinche) inicamente se alimenta del huésped y luego se retira. Los parasi-
toides son insectos como avispas (Hymenoptera) o moscas (Diptera) que
inyectan sus huevos en un huésped, el cual es por lo regular otro insecto mas
pequenio, y donde se desarrollan las etapas inmaduras de la avispa o moscay
finalmente matan al huésped cuando emergen. Los parasitos protoleanos
son aquellos insectos en los cuales solo las etapas inmaduras son parasiticas.
Finalmente, muchos parasitos son huéspedes de otros parasitos, a esta condi-
cion se le conoce como hiperparasitismo (p. ej. un acaro sobre un mosquito,
Schmidty Janovy 2009).

Los parasitologos definen varios tipos de huésped, dependiendo del papel
que el huésped juega en el ciclo de vida del parasito. El huésped definitivo es
aquel organismo en donde el parasito alcanza su madurez sexual. Algunos
estudios han mostrado que no existe reproduccion sexual en algunos parasi-
tos (p. ej. amebas y muchos trypanosomas), en estos casos el huésped definiti-
vo se define de manera subjetiva, como aquel que es mas importante paralos
humanos. El huésped intermedio es aquel que se requiere para llevar a cabo
una etapa de desarrollo del parasito, pero no se alcanza la madurez sexual en
dicho huésped. Un huésped paraténico o de transporte es aquel en el cual el
parasito no lleva a cabo ningun tipo de desarrollo, pero se mantiene vivo y
puede infectar a otro huésped. Cualquier animal que trae consigo un agente
infeccioso que puede ser transmitido al humano se le conoce como huésped
reservorio o simplemente reservorio, ain cuando dicho animal sea un hués-
ped normal para el parasito, es decir un reservorio puede ser un huésped defi-
nitivo, intermedio, o paraténico (Schmidty Janovy 2009).

En una relacion parasitaria puede haber mas de un huésped, lo cual depende
del parasito que se estudie. Los ciclos de vida de los parasitos pueden ser sim-
ples o complejos. Por ejemplo, los piojos (Insecta: Phthiraptera) tienen un ciclo
de vida simple, en donde el parasito pone sus huevecillos sobre el huésped, los
cuales pasan por varias etapas de desarrollo (ninfas) sobre el mismo huésped
hasta llegar al adulto, y se repite nuevamente el ciclo (Schmidt y Janovy 2009).
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Sumodo de transmision es principalmente vertical (de padres a hijos), aunque
también puede presentarse transmision horizontal (entre individuos de una
misma poblacion o de diferentes especies) (Whiteman et al. 2004). Por el con-
trario, los gusanos nematodos (Phylum: Nematoda) han evolucionado ciclos de
vida complejos, en donde interviene mas de un huésped (Poulin 2007). Por
ejemplo, el gusano Gnathostoma spinigerum (Nematoda: Gnathostomatidae)
tiene un huésped definitivo (p. ej. gato), de dos a tres hospederos intermedios
(copépodo, anfibio o pez), y varios hospederos paraténicos (humanos, cerdos,
aves o viboras) (Schmidt y Janovy 2009). La complejidad del ciclo de vida de un
parasito tiene fuertes implicaciones para su control médico. Si no se conoce
con certeza las diferentes etapas del ciclo de vida existe una alta probabilidad
de que los intentos por controlar una epidemia fallen; o en el mejor de los
casos, se puede gastar mas dinero del que se deberia debido a que no se esta
atacando la etapa del ciclo de vida del parasito que es mas susceptible, y que
produciria la mayor reduccion en el tamafio poblacional del parasito.

La diversidad de los parasitos sanguineos transmitidos por vectores es enor-
me, incluye grupos muy diversos como son los virus, las bacterias, y las mala-
rias. En este capitulo nos enfocaremos a las técnicas utilizadas para el estudio
de los parasitos protozoarios del Phylum Apicomplexa, del Orden Haemospo-
rida (p. ej. malaria, hemoproteosis) que infectan la sangre de los vertebrados 'y
que son transmitidos por vectores del Orden Diptera (moscas, Valkitnas 2005,
Santiago-Alarcon et al. 2012). Estos parasitos presentan un ciclo de vida en
donde intervienen dos tipos de hospederos: un insecto (vector) que es el hués-
ped definitivo y un vertebrado que es el huésped intermedio. Alin cuando nos
enfoquemos al estudio de los Haemosporida, la diversidad de este grupo es
muy grande, solo en aves se han descrito mas de 200 especies con base en su
morfologia, las cuales incluyen mas de 1,000 variedades genéticas (Valkitnas
2005, Bensch et al. 2009). Aunado a esto, la diversidad de los vectores que
transmiten dichos parasitos es muy amplia, existen principalmente cinco fami-
lias de moscas (Culicidae, Ceratopogonidae, Hippoboscidae, Simuliidae,
Psychodidae) cada una de las cuales contiene cientos o miles de especies que
pueden actuar como vectores de uno o mas parasitos Haemosporida (Schall
1996, Davies y Johnston 2000, Santiago-Alarcon et al. 2012). En este grupo de
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parasitos se encuentra la malaria humana o paludismo, la cual causa millones
de infecciones y miles de muertes cada afio en Africa, América Latina y el
sureste Asiatico (Enayati y Hemingway 2010). El paludismo puede ser produci-
do por 13 diferentes especies de Plasmodium, pero principalmente son cuatro
las causantes de los problemas de salud publica en el mundo: P. vivax, P. falci-
parum, P. ovale, P. malariae (Enayatiy Hemingway 2010).

Métodos de campo

Captura de los animales vertebrados

Existen varios métodos para capturar animales de los diferentes grupos de ver-
tebrados. Se sugiere al lector revisar los capitulos 3 y 5 del volumen 1 de este
manual (Gallina y Lopez-Gonzalez 2011) para revisar las técnicas de captura de
anfibios, reptiles y mamiferos. Aqui desarrollaremos brevemente las técnicas
para la captura de aves, y se recomienda que el lector consulte Keyes y Grue
(1982), McClure (1984), Bub (1991), Ralph et al. (1994) y Hull y Bloom (2003)
para obtener una descripcion detallada de cada método aqui mencionado.

El método principal de captura de las aves son las redes ornitol6gicas o redes
de niebla, las cuales pueden ser fabricadas en nylon o poliéster. Normalmente
son de 2.6 m de alto ylalongitud puede ser de 6,9,y 12 m. Las redes de niebla
pueden ser fabricadas de diferentes colores, cuya seleccién dependera del
tipo de habitat donde se desea muestrear (p. ej. el color negro es ideal para
zonas arboladas). La luz de malla (apertura de orificio de la red) también
puede ser variable dependiendo del tipo de aves que se desean capturar. Para
aves pequenas como colibries (Trochilidae) y chipes pequeiios (Parulinae) la
luz de malla puede ser de 24 mm y para aves del tamano de chivirines (Tro-
glodytidae) y trepatroncos (Dendrocolaptidae) puede ser de 30 mm. La luz de
malla de 36 a 38 mm es un tamafio general que puede atrapar aves que van
desde un gorrion pequenio (Emberizidae) hasta azulejos (Turdidae). La luz de
malla de 60 a 61 mm capturara aves de tamafo mediano como palomas gran-
des (Columbidae), aves playeras chicas a medianas como los chorlos (Chara-
driidae) y halcones pequetios (Falconidae, p. ej. Falco rufigularis). La luz de
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malla de 100 mm puede atrapar aves como halcones pequenos o medianos (p.
ej. Falco femoralis) y aves playeras de tamafio mediano a grande. Finalmente,
laluz de malla de 121 mm puede capturar aves como gaviotas (Laridae), patos
(Anatidae) y otros halcones (Falconidae).

Para colocar las redes a nivel del suelo se utilizan postes, ya sea de madera o
de aluminio o cualquier material resistente, que tengan de 3 a 3.5 m de alto.
Lasredes de niebla pueden ser adquiridas con distintos comerciantes en linea,
tres de los principales son Avinet, Ecotone y Manomet, pero se necesita tener
permiso de capturay colecta de aves por parte de las autoridades correspon-
dientes de cada pais y localidad (p. ej. SEMARNAT en México) de otra manera
los proveedores no autorizaranla compra de las redes.

Aprender a manejar las redes de niebla conlleva mucha practicay paciencia, y
algo importante de recordar es que por lo regular distintas personas tienen
diferentes técnicas para capturar aves usando las redes; los detalles de la cap-
tura que funcionan para una persona no necesariamente funcionan para otra.
Las redes de niebla tienen por lo regular cuatro bolsas divididas por tensores,
estos tensores tienen un aro de cuerda en cada extremo de la red que es la
parte de la red que se coloca en el poste para poder abrirla (Fig. 2.1). Existen
muchas reglas importantes cuando se trabaja con las redes de niebla, pero la
mas importante es “cuando se coloca o se quita una red, esta nunca debe de
tocar el suelo”, esto es para evitar que los escombros en el suelo se enreden en
la red o la rompan, aunque en realidad esto es dificil de cumplir ya que en
algliin momento por accidente la red toca el suelo u otros objetos a su alrede-
dor, pero siempre hay que tratar de apegarnos a esta regla. Otra regla impor-
tante a seguir es que “cuando se trabaja con redes es necesario utilizar ropa
que tenga el menor numero de accesorios en donde la red se pueda enredar,
como son botones, cierres, decoraciones, etc.”

Las redes de niebla son enviadas en bolsas de plastico por el fabricante, una
vez que se usaron es recomendable guardarlas en las mismas bolsas o en bol-
sas de tela en donde puedan secarse, si es que se mojaron. Existe un método
adicional para guardar las redes, mediante el uso de bolsas plasticas con asas
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Figura 2.1. Poste para sostener la
red y tensores de la red que se
colocan en el poste: (a) red abier-
ta mostrando las bolsas o seccio-
nes en donde cae el ave; (b) una
linea de dos redes de niebla
abiertas listas para capturar aves
(Fotos: Diego Santiago Alarcon).

(bolsas del supermercado), este método permite que lared se guarde en orden
y que no se enrede, lo cual hara mas facil su transportaciéon y colocacion la
siguiente vez que se usen, para los detalles de este método consultar a Black-
shaw (1993).

Para colocar una red se siguen los siguientes pasos

1) Para sacar la red de su bolsa, se toman primeramente los dos extremos de
la red (por lo regular hay 5 tensores [aros] en cada extremo de la red). Una
vez identificados los dos extremos, la red junto con un juego de tensores
se coloca debajo del brazo para sostenerla mientras se trabaja con el otro
juego de tensores (Fig. 2.2).

2) Los tensores tienen que ser separados uno por uno y asegurarse de que

estan en orden, por lo regular uno de los tensores (el superior, es decir el
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Figura 2.2. Pasos para colocar una red de niebla (llustracion: Edmundo Saavedra Vidal).

3)

4)

ultimo que se colocara en el poste) esta marcado con un color diferente a
los demas (generalmente el asa es de color blanco). Tome este tensor y
vaya abriendo los otros tensores poco a poco hasta asegurarse de que
estan en orden. Una vez en orden se insertan en el poste (porloregular otra
persona debe estar asistiendo al que pone lared) y el asistente fija el poste
enlaposicion deseada (Fig. 2.2).

Una vez que el primer juego de tensores esta colocado en el poste, se toma
lared con las dos manos y se empieza a caminar sobre la via que se limpio
para colocar la red (se debe intentar en todo momento que la red no toque
el suelo al ser estirada), una vez extendida, hay que asegurarse que el otro
juego de tensores esté en ordeny que lared no esté torcida, es decir que no
haya giros con respecto al otro extremo, de otra forma la red no se podra
abrir adecuadamente (Fig. 2.2).

Se colocan los tensores en el otro poste, el asistente fija el poste al sueloyla
red se abre (Fig. 2.2). En ocasiones el suelo es muy duro y los postes no pue-
den ser enterrados, por lo tanto, es necesario que los postes sean tensados
con cuerda adicional. La cuerda se coloca entre el tercer y cuarto tensor
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(contando tensores de abajo hacia arriba) y se amarra ya sea a un arbol,
arbusto, o con una estaca (de aluminio, plastico o madera) que se entierra
en el suelo; se estiralared hasta que queda tensa alo largo.

5) Finalmente, debe asegurarse de que cada seccion de lared (el espacio entre
dos tensores, donde se formala bolsa de red en donde quedara atrapada el
ave) no esté muy estirada o con mucha tension, ya que esto hara que las
avesreboten enlared.

Para guardar una red se siguen los siguientes pasos

1) Debe asegurarse que lared este limpia, por ejemplo libre de hojas y/o rami-
tas. Una vez que esta limpia se cierra la red, es decir los tensores se ponen
juntos sobre el poste y en ambos lados de lared y se sigue el mismo proce-
dimiento que se utiliz6 para abrir una red, nada mas que ahora al revés
(Fig. 2.2).

2) El asistente desamarra la cuerda atada a un arbol o estaca de uno de los
extremos, mientras el que guardarala red sostiene el poste. Se toma el con-
junto de los tensoresy se sacan del poste, siempre asegurandose de mante-
nerlos en orden. Una forma de mantener su orden, es amarrar los tensores
utilizando el tensor superior (el que tiene un color diferente) o utilizando
una cuerda o liga, la cual se pasa por en medio de los tensores y se hace un
nudo. Si se utilizala técnica de la bolsa con asas, entonces una de las asas se
pasapor enmedio delos tensoresy de estamanera quedan en orden.

3) Se sostiene el juego de tensores amarrados en una mano, y con la otra se
toma lared, se comienza a doblar la red en pequerias secciones (tan largas
como el brazo estirado) hasta llegar al otro extremo. Una vez en el otro
extremo y una vez que el asistente ha desamarrado el poste, se toma el
segundo juego de tensores y se amarran en orden como se explicé anterior-
mente, o se utiliza la otra asa de la bolsa y se pasa nuevamente por en
medio del juego de tensores. Se termina de doblar la tlltima seccion de la
red ylos tensores se ponen juntos sobre la red (Fig. 2.2). Otra forma adicio-
nal de mantener el orden de los tensores y la propia red en el interior de
una bolsa de plastico, es usar ambas asas de la propia bolsa, la cual se pasa
por en medio de cada conjunto de tensores y se hace un nudo (Blackshaw
1993).
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El colocar, quitar y guardar una red es sencillo en la practica, pero un poco
mas dificil de explicar como se intent6 anteriormente, por lo tanto se reco-
mienda ampliamente que la primera vez que se trabaje con redes se cuente
con un ornitdlogo con amplia experiencia en el uso de este método. Algunas
recomendaciones practicas son: (1) silared se moja durante su uso, sera nece-
sario que una vez que se regrese al laboratorio u otra instalacion, la red se
saque de su bolsay se seque, esto debe hacerse 1o antes posible, de lo contra-
rio existe el riesgo de que los hongos deterioren la red; (2) si la red tiene
muchos hoyos o esta muy dafiada no vale la pena arreglarla, es mejor dese-
charla, pero para desecharla se recomienda ampliamente quemarla. Si la red
se desecha sin quemar puede caer en manos de personas que todavia la pue-
den utilizar para atrapar aves que son usadas como comida o en comercio
ilegal; y (3) si todavia no se tiene suficiente experiencia y no se cuenta con un
asistente, entonces no intente poner las redes por si solo. Con mucha expe-
riencia es posible colocar redes por si solo y atin asi a veces puede ser compli-
cado ylento.

Lasredes de niebla pueden ser usadas en diferentes estratos de vegetacion en
un bosque (p. ej. sotobosque, dosel), esto con la finalidad de muestrear aves
que pasan la mayor parte del tiempo en la parte media del bosque o en el dosel
(p- €j. Holbrook 2011). Para subir las redes al dosel se buscan sitios no muy
cerrados (que no haya ramas bloqueando el camino por donde subiralared),y
se utiliza un sistema de poleas, para mayores detalles sobre esta técnica se
recomienda revisar McClure (1984). Si se pretende realizar un estudio en aves
de dosel se recomienda ampliamente que se busque la ayuda de un ornitélogo
que tenga experiencia con este método.

Existen otros métodos menos conocidos para capturar aves, los cuales se men-
cionan a continuacién; imagenes y descripciones detalladas de estos métodos
pueden ser encontradas en McClure (1984) y Bub (1991).

1) Trampas de caida (Fall traps)
2) Trampas de tanel (Funnel traps)

3) Jaulas (Cage traps)
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4) Pozos (Pit traps)

5) Redes de caida (Drop nets)

6) Redes aéreas de tenaza (Aerial clap nets)
7) Redes de arco (Bow nets)

8) Trampa tipo horca (Nooses)

A pesar de la popularidad de las redes de niebla, las trampas con cebo son las
mas nobles y menos traumaticas para las aves, ya qué después de caer en la
jaulay pasar el trauma inicial la mayoria de las aves se tranquilizan y comien-
zan a alimentarse, incluso algunas de ellas regresan nuevamente a la trampa,
al parecer el costo de ser manipuladas por un ornitélogo vale el precio de una
buena comida. Cada método tiene sus fortalezas y utilidades dependiendo del
tipo de aves que se desean estudiar; sin embargo, las redes de niebla, a pesar
de su desventaja con relacion a la seguridad de las aves, son las mas practicas
para el trabajo de campo y pueden capturar la mayor variedad de aves. Por lo
tanto, se recomienda el uso de las redes de niebla para el estudio de los parasi-
tos de las aves, ya que nos interesa conocer la diversidad de parasitos que
infectan alas aves.

En ninguno de los métodos arriba mencionados se sacrifica o mata al ave,
siempre hay el riesgo de accidentes que pueden dafiar al ave, pero ninguna de
esas trampas esta disefiada para lastimar a los organismos. Para la mayor
parte de los estudios de los parasitos de sangre no es necesario sacrificar al
individuo capturado ya que solo se requiere una pequena muestra de sangre.
Las uinicas ocasiones en que se sacrifican a las aves es cuando se realizan cier-
tos experimentos en cautiverio para conocer los efectos que los parasitos tie-
nen sobre los 6rganos internos de las aves (p. ej. Palinauskas et al. 2008,
2011),1o cual requiere el analisis microscopico de los tejidos (histologia).

Extraccion de un ave de lared y sumanejo parala toma de muestras de sangre
El método para extraer a un ave de la red varia entre las personas, y es un pro-
ceso que toma mucha practica, pacienciay, sobre todo, responsabilidad ética
ya que se esta manejando a un organismo vivo, el cual merece todo nuestro

respeto y cuidado. Manejar a un ave en la red y fuera de la misma debe de
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hacerse con firmezay con mucha delicadeza al mismo tiempo. A continuacion

explicaré el método que se utiliza y que se considera mas practico; sin embar-

g0, debo remarcar que es necesario que una persona principiante siempre

trabaje con un ornitélogo de amplia experiencia en el manejo de las aves en

redes. Laregla mas importante es “La vida del ave es lo mas importante”.

Extraccionde un ave de la red

D
2)

3)

4)

5)

Se determina de quélado de lared entré el ave.

Una vez que se sabe de qué lado entro, se toma al ave con toda la mano (sin
apretarla) para inmovilizarla (si es grande entonces se trabaja entre dos
personas). Una vez inmovilizada se dejan libres las dos patas.

Siempre se empieza a desenredar al ave por las patas. Cuando se liberauna
pata, ésta se coloca entre el dedo indice y medio y se contintia con la otra
pata. Cuando se han desenredado ambas patas, los muslos se colocan
entre el dedo indice y el medio para evitar que se enreden nuevamente,
mientras se continta liberando las otras partes del cuerpo del ave.

Se sostiene al ave por las patas como se indic6 en el punto anterior, y se
comienza a desenredar una de las alas del ave. Los hilos de la red se enre-
dan por encima del hombro y entre las plumillas secundarias. Por lo tanto,
para liberar el ala, se deben buscar los hilos por la parte interior del ala y
pasarse uno por uno por encima del hombro hasta que quede liberada. Una
vez liberada, el ave se toma de diferente manera, asegurandose de que las
patas no se enreden nuevamente, con una mano pase los dedos indice y
medio por la nuca del ave y apoye al ave sobre la palma de su mano asegu-
randose de que el ala liberada esté pegada al cuerpo del ave, manténgala
pegada al cuerpo del ave con su dedo pulgar y trate de mantener las patas
alejadas de lared con la misma mano (si es un ave pequena se pueden usar
los dedos anular y mefiique para mantener las patas pegadas al cuerpo del
ave mientras se liberan la cabezayla otra ala).

Una vez que el ave esta asegurada en la mano, se procede a liberar la cabe-
za. Primeramente se buscan los hilos en lanuca, muchas veces es necesario
soplar un poco para abrir el plumaje y poder localizar los hilos. Cada uno
de los hilos se pasa por encima de la cabeza del ave. Una vez liberada, se
procede aliberar el ala faltante como se describi6é anteriormente.
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6) Finalmente, el ave se sostiene en la mano con la cabeza mantenida entre los
dedos indice y medio (Fig. 2.3) y se coloca en una bolsa de tela para poder
transportarla al lugar donde sera procesada.

7) Las redes deben ser revisadas cada 5 minutos cuando hay una alta activi-
dad; es decir, si cada cinco minutos cae un ave entonces ese debe ser el
intervalo a utilizar. El tiempo promedio en que se revisa una red es de 10
minutos, este puede extenderse a 15 minutos si la actividad es muy baja,
perono mas debido a que si cae un ave hay un alto riesgo de que se lastime
estando mucho tiempo enlared, incluso puede ser depredada.

Toma de muestra de sangre

Para el estudio de los parasitos de sangre del Orden Haemosporida se toma
una pequena muestra de sangre, el volumen de dicha muestra se determina
con relacion al peso corporal del ave. El maximo que se puede extraer de san-
gre como regla estricta es el 3% del peso corporal del organismo, pero se reco-
mienda el 1%. Por ejemplo, de un colibri de 6.0 g solo se deberia de extraer un
maximo de 1.8 pl (microlitros), es decir una gota de sangre que seria uitil para
la preparacion de uno o dos frotis sanguineos.

Este protocolo es el mismo para la obtencion de sangre de cualquier vertebra-
do, lo tinico que cambia es el manejo y lugar de puncion parala obtencion dela
sangre; se recomienda consultar a Campbell y Ellis (2007) para la descripcion
exacta de como obtener muestras de sangre de los diferentes grupos de verte-
brados. Aqui presentamos el protocolo para aves, que es muy similar para
murciélagos (se picala vena braquial), la diferencia es que en murciélagos tam-
bién se puede obtener sangre de venas del uropatagio (membrana de piel que
estaentrelos dedos de las patas traseras).

En la siguiente pagina web se encuentran protocolos en inglés que pueden
servir como referencia: http://www.uvm.edu/~jschall/techniques.html, esta
liga es especialmente util para varios tipos de protocolos y también contiene
una pelicula mostrando como preparar un frotis sanguineo y fotografias de
como sostener al ave en la mano parala extraccion de sangre.
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Material necesario para los procedimientos aqui descritos

1.

Tubos microcapilares con heparina para evitar que la sangre se coagule en
el tubo.

2. Portaobjetos para preparacion de frotis sanguineo con area pararotular.

3. Algodoén o Q-tips (hisopo) y alcohol para limpiar el area donde se utilizara

la aguja para la puncion de la vena braquial; de forma alternativa al
alcohol, se podrian comprar toallitas de algodon (alcohol swabs) que ya
vienen banadas en alcohol y vienen en sobres individuales.

Agujas de diferentes tamanos y calibres: 1) 20G x 38 mm; 2) 22G x 38 mm;
3)25Gx 16 mm;4) 27Gx 13 mm;y 5) 30Gx 13 mm. Se utiliza este rango de
tamanos porque es probable que las aves que se capturen varien en tama-
fno desde algo muy pequenio hasta una que otra muy grande (p. ej. rapaz).

Metanol puro. Este es para fijar las preparaciones de los frotis sanguineos.

. Tincién de Giemsa (para tincion de estructuras celulares y parasitos san-

guineos). Este es para tefir los frotis sanguineos, la marca Baker o Sigma
nos han funcionado bien.
portalaminillas/portaobjetos plasticos pequeilos para 5 muestras (conte-
nedores Coplin). Estos son los contenedores en donde se colocan los porta
objetos para fijarlos con el metanol, son para un maximo de cinco porta
objetos. Son los que utilizaremos en el campo.
3 porta laminillas/porta objetos para contener 25 portaobjetos. Estos se
utilizaran en el campo para guardar las preparaciones una vez que estén
fijados en metanol y secos.
Cajas coplin para tefiir las muestras que se han fijado en el metanol. Estos
contenedores son mas grandes, pueden sostener entre 24 y 48 laminillas y
son los que se utilizan para tefiir las muestras con Giemsa.

10. 1 frasco de 500 mg de Na,HPO, (fosfato de sodio di-basico) y un frasco de

500 mg de KH,PO, (fosfato de potasio monobasico) para preparar el buffer
salino en donde se diluye el Giemsa.

11. Aceite de inmersion para microscopia, para revisar los frotis sanguineos

bajo el microscopio en aumento alto (objetivo 100x).

12. Tubos plasticos de 1.5 ml para biologia molecular. Estos son para guardar

las muestras de sangre que se utilizaran para extraer el ADN y hacer el
trabajo molecular. La forma alternativa para guardar las muestras sangui-
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13.

14.

15.

16.

17.

neas en lugar de utilizar tubos plasticos es por medio de la utilizacion de
papel filtro, en donde se hacen varios puntos de sangre, se secan, guardan
en bolsas plasticas con silica gel para mantenerlas secas y luego se guar-
dana-20°C en el laboratorio hasta que sean usadas para extraer el ADN.
Una caja de pipetas de plastico desechables. Y una bandeja plastica para
tubos de laboratorio molecular, la cual se utiliza para colocar los materia-
les que se utilizan durante el procesamiento del ave.

Dos o tres mini-ventiladores (de baterias) portatiles que se utilizaran para
secar los frotis sanguineos, en especial cuando el clima es muy hiimedo.
La humedad puede arruinar las preparaciones si estas no se secan rapida-
mente.

Material de vidrio para laboratorio. Una probeta de 1 litro, una probeta de
500 ml, un embudo, un contenedor de 1 litroy otro de 500 ml.

Una carpa o techo del material que se utiliza en las tiendas de camparfa
para poder trabajar en condiciones secas cuando los dias son muy htime-
dos o estalloviznando.

Una libreta de campo u hojas de campo para anotar todos los datos corres-
pondientes de cada ave muestreada.

Pasos para la obtencion de la muestra de sangre de un ave

1.

Un ave de tamafio pequernio se sostiene con una mano (ver Fig. 2.3). En caso
de ser un ave grande, es necesaria la ayuda de otra persona, una sostendra
al ave yla otra tomara la muestra.

Cuando el ave se tiene bajo control, esta se coloca boca arriba, la espalda
del ave recargada sobre la palma de la mano. Con el dedo indice y medio se
sostiene el ala del ave en posicion abierta (Fig. 2.4).

. Conla ayuda de un algod6n o con un Q-tip impregnado con alcohol al 70%, se

comienza a separar las plumas de la parte del codo del ala para exponer el
area de la vena que sera punzada para obtener la muestra de sangre (Fig. 2.4).
Una vez que la vena este visible y el area de la piel donde se hara la puncion
sea limpiada con alcohol, se procede a puncionar la vena con una aguja
nueva del tamafio de aguja correspondiente (por eso es necesario tener
una amplia disponibilidad de agujas de diferentes tamanos, Fig. 2.4).

. Se debe tener listo un tubo microcapilar, dos o tres porta objetos limpios y un
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tubo plastico de 1.5 ml (Figs. 2.5a, b, ¢) o papel filtro para la toma de la muestra.
Todo este material debe de estar debidamente etiquetado con lapiz y con
lasiguiente informacion: fecha, sitio de colecta, nombre de la especie y un
numero de registro unico para poder ligarlo a la libreta de campo y mas
tarde a una base de datos (la cual contiene toda la informacion morfologi-
ca, edad, sexo, y observaciones de campo) que se llena después del trabajo
de campo.

6. En aves pequenas (paserinas de unos 18.0 g) el maximo de sangre a colectar
esun cuarto de un tubo microcapilar de 75 pl, porlo cual es importante que
una vez que el tubo haya alcanzado dicho volumen se retire rapidamente,
se coloque un pedazo de algodon seco sobre la herida y se haga ligera pre-
sion ya sea con el dedo pulgar de la mano que sostiene al ave o se coloca el

Figura 2.3. Manera correcta
de sostener un ave en la mano
(Hustracién: Edmundo Saavedra Vidal).
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Figura 2.4. Ave en posicién para tomar muestra de sangre de la vena del ala y puncién de la
vena braquial (Foto: Diego Santiago Alarcén).

algodon y se cierra el ala para mantener presion sobre la herida. Depen-
diendo del individuo y especie de ave la herida puede tardar en coagular de
unos segundos a varios minutos por lo que es importante mantener una
presion ligera con el algodon sobre la herida y supervisar continuamente
para ver que el sangrado se ha detenido (NO liberar al ave si el sangrado
continua).

Otra opcion para detener el sangrado es la utilizacion de un producto
comercial como el Bleed Stop” (Vetinova de México, S.A. de C.V.). Después
de poner un poco de algodén sobre la herida, rapidamente con los dedos

indice y pulgar se toma una cantidad suficiente de Bleed Stop que se pone
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Figura 2.5a. Obtencién de la
sangre usando un tubo microca-
pilar con heparina (llustracion:
Edmundo Saavedra Vidal).

Figura 2.5b. Material necesario para guardar la muestra de sangre y preparar los frotis

sanguineos (Foto: Diego Santiago Alarcon).
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directamente en la herida, se presiona muy ligeramente y en cuestion de
segundos el sangrado se detiene.

7. Lasangre contenida en el microcapilar se utilizara de dos formas: 1) se colo-
cara una gotita de sangre sobre dos o tres portaobjetos previamente eti-
quetados (una gotita por cada porta objeto), utilizando la orilla de un
segundo portaobjeto (se debe mantener un angulo de 45° con respecto al
porta objeto horizontal que tiene la gota de sangre) se expande la gotita
sobre dicha orilla y se extiende sobre la laminilla (ver pelicula en la pagina
http://vertebratesandparasites.blogspot.mx o en http://vertebrados
conservacion.blogspot.mx) para hacer el frotis (Fig. 2.6). Se realiza el
mismo procedimiento con las otras dos laminillas. Cuando el ambiente es
seco 0 poco humedo las laminillas se dejan secar solas; si el ambiente es
humedo se utilizaran ventiladores de baterias para secar los frotis lo antes
posibley 2) el resto de la sangre contenida en el tubo capilar se coloca enun
tubo plastico de 1.5 ml o en papel filtro (segin se desee para el posterior
procesamiento de las muestras en el laboratorio molecular).

Figura 2.5c. Estacion de trabajo de campo (Foto: Diego Santiago Alarcén).
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/( ,-..’-{"’
Figura 2.6. Preparacion /J
. . o
de frotis sanguineos
(Hustracion: Edmundo Saavedra Vidal). \
i

8. Una vez que los frotis sanguineos estén secos, estos se colocaran en meta-
nol al 100% para fijar la muestra en un lapso de 3 a 4 minutos y luego se
sacaran y se dejaran secar al ambiente cuando el clima esté seco o poco
huimedo, de otra forma se utilizaran nuevamente los ventiladores de bate-
rias para secar la muestra. Recomendacion: cuando el ambiente es muy
huiimedo se recomienda ampliamente trabajar bajo una lona o tienda de
campana pequeia para evitar que la humedad entre en la preparacion y
eche a perder la muestra. Ademas, es necesario tener contenedores o bol-
sas plasticas con silica gel para ponerlos frotis a secar y mantenerlos secos.

9. Una vez que los frotis sanguineos estén secos se guardan en cajas especia-
les para guardar portaobjetos (Fig. 2.7) o en paquetes hechos de papel (Fig.
2.8) yamarrados conligas.

Tincion de los frotis en el laboratorio

1. En el laboratorio se teniran los frotis sanguineos con Giemsa histologico
(en nuestro grupo utilizamos la marca Baker” y también la marca Sigma-
Aldrich’, los cuales han dado excelentes resultados en estudios previos). El
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Figura 2.7. Cajas para guardar porta objetos con capacidad para 24 muestras (estas se
utilizan en el campo, figura izquierda) y para 100 muestras (figura derecha) (llustracion:
Edmundo Saavedra Vidal).

Figura 2.8. Método alternativo para guardar los porta objetos utilizando papel. Unavez que el
paquete estd hecho se utiliza una liga o cinta adhesiva para mantenerlo cerrado y guardarlo
(Foto: Diego Santiago Alarcén).
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colorante Giemsa, comparado con muchos otros, es muy estable y es el
mejor para tener material de calidad para colecciones cientificas.

2. Se prepara un buffer salino el cual contendra un litro de agua destilada
(dH,0), 1.0g de fosfato de sodio di-basico (Na,HPO,) y 0.7g de fosfato de
potasio monobasico (KH,PO,), se revuelve hasta que las sales estén com-
pletamente disueltas, el pH del buffer debe estar entre 7.0y 7.2. Por lo regu-
lar el pH del buffer queda en el rango necesario después de prepararlo,
pero siempre se debe verificar el pH ya sea con una maquina que mida el
PpH (potencidometro) o con tiras de pH, estas tltimas son la opcion mas bara-
tay dan buenos resultados. El buffer debe de prepararse fresco, es decir al
instante en que se va a utilizar, el sobrante se desecha.

3. En otro contenedor se vertera el buffer junto con la solucion de Giemsa. La
proporcion es una parte de Giemsa por cada 10 de Buffer para las aves,
reptiles, anfibios y peces (p. ej. 10 ml de Giemsa en 100 ml de buffer), y 0.5
partes de Giemsa por cada 10 de Buffer para mamiferos (p. ej. 5 ml de Giem-
saen 100 ml de buffer, Fig. 2.9).

4. Utilizando cajas Coplin se vierte el colorante y se colocan los portaobjetos
(frotis sanguineos) por un periodo de una hora (Fig. 2.9). Importante: el
colorante siempre debe prepararse fresco (el dia que se va a utilizar) y tini-
camente se utilizaunavez.

5. Transcurrida la hora, se desecha el colorante (ver instrucciones de regula-
cion de materiales peligrosos para saber como desechar el colorante) y se

Figura 2.9. Bandeja de
secado (Foto: Diego

Santiago Alarcdn).
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Figura 2.10. Colorante Giemsa disuelto en buffer salino listo para ser vertido en cajas o conte-
nedores Coplin (acercamiento en lafoto de la derecha) (Foto: Diego Santiago Alarcon).

enjugan las preparaciones con agua corriente (si el agua es muy dura o
contiene muchos minerales entonces se recomienda que las preparaciones
se laven con agua destilada), esto es para quitar el exceso de colorante. Se
dejan secar a temperatura ambiente en el laboratorio (Fig. 2.10).

6. Una vez que las preparaciones estan tefiidas y secas se guardan en cajas
con capacidad para 100 portaobjetos (Fig. 2.7) o en paquetes de papel (Fig.
2.8) sostenidos con ligas; dichos paquetes deben llevar la informacion de
la procedencia de las muestras y la fecha, esto con el propoésito de identifi-
carlas en el futuro si es que no se procesan de inmediato.

Trabajo de laboratorio - microscopia y biologia molecular

Microscopia

Para este trabajo se necesita un microscopio optico (p. ej. Nikon 80i). Aqui se
realizan dos tipos de trabajo: el primero es la determinacién de parametros

poblacionales tales como prevalencia, intensidad de infeccién y abundancia,
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ademas de conteos diferenciales de células blancas (leucocitos). El segundo
trabajo es la determinacién morfoldgica de los parasitos, la cual se realiza
siempre con objetivos de alto aumento (ocular 10x y objetivo 100x, Fig. 2.11).

A continuacion se definen los parametros poblacionales mencionados ante-
riormente y algunos otros de importancia (se recomienda revisar a Bush et al.
1997,Ro6sza etal. 2000).

Prevalencia - es el nimero de individuos de una poblacién que estan infecta-
dos por el parasito que se esta estudiando.

Prevalencia = (nimero de hospederos infectados/ntimero total de hospede-
ros) X100

Figura 2.11. Foto de
un microscopio optico
(Foto: Diego Santiago Alarcdn).
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Intensidad - es el numero de parasitos de la misma especie que viven dentro o
sobre un huésped. Es decir, este parametro solo toma en cuenta a los hospede-
ros infectados.

Abundancia - es el nimero esperado de parasitos de la misma especie que
viven dentro o sobre cualquier huésped de la poblacion que se esté estudiando.
Para este parametro se estan tomando en cuenta los individuos no infectados.
Abundancia = Prevalencia X Intensidad (suma de la intensidad de cada hués-
ped delapoblacion).

Intensidad promedio - es el promedio o media aritmética del nimero de indi-
viduos de una especie de parasito por cada huésped infectado en una muestra
0 poblacion.

Intensidad Promedio = niimero de parasitos en la poblacién/ntmero de hos-
pederos infectados.

Abundancia promedio - es el promedio o media aritmética del nimero de
individuos de una especie de parasito por cada huésped examinado en una
muestra/poblacion.

Abundancia Promedio = ntimero de parasitos en la poblacién/ntmero total de
hospederos.

El procedimiento para analizar un frotis sanguineo bajo el microscopio es la
siguiente:

1) utilizar un ocular 10x y un objetivo 40x o 60x en aceite de inmersion (el
usuario debe asegurarse de que los objetivos estan fabricados para su uso
con aceite de inmersion, ya que existen objetivos a 40x que se utilizan en
seco) para revisar un area de 2 cm’ del frotis por 15 minutos (investigado-
res con experiencia) y por 30 minutos o el frotis completo de preferencia
(investigadores novatos) para determinar sila muestra esta infectada o no.
Si la muestra esta infectada, este procedimiento dara la oportunidad de
encontrar rapidamente tanto a los parasitos mas pequenos (p. ej. Plasmo-
diumspp., Fig. 2.12 A, B) como alos mas grandes
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Figura 2.12. Parasitos del Orden
Haemosporida de los géneros
Plasmodium (A juvenil/meronte,
B adulto), Haemoproteus (C juve-
nil, D adulto), Leucocytozoon (E
adulto), microfilaria (F larva de
nematodo del género Pelecitus),
y Trypanosoma sp. (G y H adul-
tos) que infectan a las aves
(Fotografias tomadas de Camp-
bell y Ellis 2007).

(Leucocytozoon spp., Trypanosoma spp., filarias, Fig. 2.12E, F, G). Después
de esto se revisan 100 campos oculares con aumento alto (ocular 10x y
objetivo 100x, se usa aceite de inmersion).
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Recomendacion: el observador debera determinar la intensidad relativa de
infeccion con aumento alto conforme examina por primera vez la muestra.
Esto simplificara enormemente el trabajo subsecuente que requiere selec-
cionar el material mas apropiado para un analisis detallado (p. ej. determi-
nacion taxonomica e intensidad de infeccion). Se recomienda utilizar los
siguientes simbolos: “+” 1 a 10 parasitos/100 campos oculares, “++” 11 a
100 parasitos/100 campos oculares, “+++” 1 a 10 parasitos/campo ocular,
“++++” > 10 parasitos/campo ocular.

2) Sila muestra esta infectada, entonces se procede a determinar la intensi-
dad de infeccion. Para esto se cuenta el niumero de parasitos que hay por
cada 2,000 0 10,000 células rojas en campos Opticos seleccionados al azar.
Si el investigador encuentra parasitos en cada campo ocular que es exami-
nado (es decir, la muestra se categoriza con “+++” o0 “++++”), muy proba-
blemente la intensidad de infeccion es alta (=0.2/100 eritrocitos) y solo
sera necesario examinar 1,000 (“++++”) 0 2,000 (“+++”) eritrocitos, de otra
forma siempre es recomendable examinar entre 6,000 (“++”) 0 10,000 (“+")
eritrocitos.

Figura 2.13. Diagrama general de medidas morfoldgicas de longitud (arriba) y ancho (abajo)
que son usados para la descripcion de especies de parasitos haemosporideos: 1 — eritrocito;
2, 3—gametocito de Haemoproteusy Plasmodium sp.: 2 —forma alargada, y 3 —forma redon-
deaday oval; 4 —gametocito de Leucocytozoon sp. y nucleo de su célula huésped; 5 — ookine-
te; x, y — parametros usados para calcular la Relaciéon de Desplazamiento del Nucleo (NDR)
(Hlustracién tomada de Valkitinas 2005).
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Para determinar las especies de parasitos es necesario utilizar tratados
taxonomicos especializados (p. ej. Valkiinas 2005 para Haemosporida
aviar) y buscar la ayuda de un especialista para cada grupo de parasitos
que se desea trabajar. EnlaFig. 2.13 se muestran las medidas morfoldgicas
que de manera rutinaria se toman para la ayuda en la identificaciéon de los
parasitos. Sin embargo, existen otras caracteristicas taxonomicas (nimero
de pigmentos de hemozoina, localizacion del ntiicleo del parasito, la pro-
porcion NDR que mide el desplazamiento del ntcleo del eritrocito debido
a la presencia del parasito) que deben ser consultadas en las claves arriba
mencionadas y en articulos recientes que describen nuevas especies de
Haemosporida (p. ej. Mantilla et al. 2013, Valkitnas et al. 2010, 2013).

Si se desea hacer un conteo diferencial de células blancas (leucocitos) es
necesario tener a lamano el tratado de Campbell y Ellis (2007) o cualquier
otro libro que tenga fotografias a color de los diferentes tipos de células
blancas para poder identificarlas (en la Fig. 2.14 presentamos algunos
ejemplos de células blancas en aves). El conocer las cantidades y propor-
ciones de las células blancas es informacién basica hematologica para esta-
blecer valores de referencia para las especies de hospederos. De manera
practica, ciertas proporciones de células blancas nos permiten saber si el
organismo ha estado bajo estrés y/o expuesto a cierto tipo de parasitos;
por ejemplo, la proporcion de heterofilo/linfocito o mejor conocido como
H/L (Ludtke etal. 2013), pero existenrestricciones en su utilidad para espe-
cies silvestres debido a que sus valores de referencia (es decir, valores nor-
males) son desconocidos, y la proporcién H/L que seria normal en una
especie puede indicar estrés en otra especie (Campbell y Ellis 2007). Para
mas detalles sobre estas técnicas se recomienda revisar Valkianas (2005) y
Campbell y Ellis (2007).

Después de observar la muestra se puede utilizar un panuelo de papel (p.
ej. Kimwipes) para absorber el aceite, se pasa el pafluelo muy ligeramente
sobre el frotis. El aceite de inmersion es facilmente removido utilizando un
algodén humedecido con xilol o por inmersion en dicho liquido. El xilol es
altamente tOxico y se recomienda su uso en una campana, el investigador
debe usar bata y guantes plasticos.
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Figura 2.14. Fotos de células blancas tomadas de frotis sanguineos de perico. A: Linfocito
maduro con granulos citopldsmicos azurofilicos; B: Monocito y eritrocitos; C: Heterdfilo y
eritrocitos; D: Heterdfilo maduro normal (izquierda) y heterdfilo mielocitico (derecha); E:
Heterdfilo con un citoplasma obscuro basofilico; F: Eosindéfilo normal; G: Eosindfilo con gra-
nulos citoplasmicos hinchados; H: Basdfilos y eritrocitos; I: Eosinéfilo (flecha) y un heteréfilo
grande; J: Eosindfilo (flecha) y un heterdfilo grande; K: Monocito (punta de flecha), tromboci-
to (flecha corta) y linfocito grande con granulos azurofilicos (flecha larga); L. Linfocito (flecha)
y dostrombocitos entre los eritrocitos.
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Recomendaciones sobre otros grupos de pardsitos

Nematodos y Trypanosoma

En los frotis sanguineos es posible identificar las etapas larvarias (microfila-
rias) de varias especies y géneros de gusanos redondos o nematodos. En caso
de que se encuentren microfilarias en las laminillas es posible identificar tini-
camente hasta nivel de género (p. ej. Fig. 2.12F), recomendamos la utilizacion
del capitulo de Bartlett (2008). Para la identificacién de la especie es necesario
obtener gusanos adultos, los cuales se pueden encontrar en diferentes partes
del cuerpo del ave dependiendo de la especie (p. ej. los gusanos del género
Pelecitus forman nédulos en las patas de las aves). Importante: cuando se pre-
paren frotis sanguineos es necesario dejar una preparacion sin tefir (pero
fijada en metanol al 100%) ya que es necesario contar los ntcleos de la microfi-
laria, el cual es un caracter taxondémico importante, y dichos nucleos se pier-
den o no son facilmente identificables cuando la preparacion esta tefiida.

Cuando se extraen los gusanos adultos en campo es necesario fijarlos ya sea
en alcohol al 70% o en formol al 4%, es muy importante que estos liquidos sean
calentados (a punto de ebullicién) para que cuando los gusanos ingresen al
liquido queden extendidos, de otra forma los gusanos quedaran enrollados y
complicara el trabajo taxondémico posterior.

Muchos gusanos adultos son eliminados en las excretas, por lo tanto es buena
practica conservar las excretas de las aves capturadas; las excretas deben con-
servarse en formol al 4% en frascos plasticos pequerios, se debe mezclar bien
para que el formol se integre de manera homogénea a toda la muestra. Es
igualmente importante obtener una biopsia del tejido en donde se encuentra
el gusano para determinar el tipo de dafio o patologia que dicho parasito gene-
ra, la biopsia debe de guardarse en formol al 10%. Para mayor detalle sobre
técnicas para obtener y preparar parasitos de vida silvestre ver el manual de
Lamothe Argumedo (1997).

El grupo de los parasitos Trypanosoma en aves es menos conocido que los
Haemosporiday los nematodos. Existen muchas sinonimias para estos parasi-
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tos, por ejemplo anteriormente se consideraba a cualquier parasito de este
grupo infectando aves como Trypanosoma avium, lo cual es incorrecto,
actualmente se estan mejorando la técnicas moleculares para profundizar en
el conocimiento de este grupo (Zidkova et al. 2012). Uno de los caracteres taxo-
nomicos importantes de este grupo es el ancho del llamado kinetoplastido,
que es la parte conspicua de la mitocondria de un Trypanosoma. Otros carac-
teres morfologicos que se utilizan paralaidentificacién de estos parasitos son
las medidas de longitud de las etapas conocidas como epimastigote (etapa
encontrada en el insecto vector) y trypomastigote (etapa encontrada en el ver-
tebrado), sin embargo es ampliamente recomendado la utilizacion de técnicas
moleculares para la determinacién de especies (Zidkova et al. 2012). Para
mayores detalles consultar Schmidty Janovy (2009) y Zidkova et al. (2012).

Laboratorio Molecular

Las técnicas basicas que se realizan en un laboratorio molecular son:

1. Extraccion del ADN, ya sea de una muestra de sangre o de tejido.

2. Reaccion en cadena de la polimerasa o PCR (Polymerase Chain Reaction)
por sus siglas en Inglés. En ocasiones se puede utilizar gPCR (también
rtPCR) o Reaccion en cadena de la polimerasa cuantitativo o también
conocido como tiempo real.

3. Secuenciacion de los fragmentos de ADN amplificados durante el PCR.

4. Clonacion, esto cuando se necesita separar diferentes cepas de parasitos
que se encuentran infectando al mismo individuo.

Existen muchas mas técnicas moleculares que pueden ser utilizadas, todo
depende del objetivo del estudio, pero las mencionadas anteriormente son las
que se utilizan rutinariamente. En el caso de los parasitos Haemosporida la
técnica de PCR se describe en Hellgren et al. (2004) y Martinsen et al. (2008), y
para los parasitos del género Trypanosoma en Zidkova et al. (2012). Cuando
se desee utilizar estas técnicas sera necesario buscar la colaboraciéon directa
conun especialista en biologia o ecologia molecular.
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Recomendaciones Finales

Este capitulo debe entenderse como una introduccién muy general al fasci-
nante tema de los parasitos, y no debe tratarse como sustituto para estudiosy
analisis mas profundos del tema. Por lo tanto, se recomienda que siempre se
trabaje con algiin especialista segtin sea el tema de interés, esta relacion se
debe dar hasta que el estudiante adquiera la capacidad de trabajar por si solo
y desarrolle un criterio ético y de investigacion solido, amplio y profundo. Las
técnicas aqui descritas representanlos métodos basicos para el estudio inica-
mente de los parasitos de sangre del grupo Haemosporida que infectan a ver-
tebrados. Si se desea trabajar con otros grupos de parasitos se exhorta a que
se busque la ayuda del especialista que corresponda. De igual forma se reco-
mienda ampliamente que todo interesado en los parasitos estudie a fondo los
tratados de parasitologia que se listan en la bibliografia, de manera particular
ellibro de Schmidty Janovy (2009) que es una excelente introduccién ala para-
sitologia.
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Aplicaciones del andlisis te isdtopos estables para
el manejo y conservacion de [a fauna silvestre

Eduardo Najera Hillman

INTRODUCCION

Las mediciones de is6topos estables son resultados de analisis quimicos que
permiten observar de manera definida el flujo de los elementos en cualquier
ecosistema —por lo tanto los is6topos estables permiten ver y probar interac-
ciones ecologicas que de otra forma serian invisibles para los investigadores.
En los ultimos 30 anos los analisis de la composicion isotdpica estable se han
hecho populares y una parte importante de la caja de herramientas del ecolo-
go animal (Inger y Bearhop 2008) asi como de cualquier investigador involu-
crado en el manejo de fauna silvestre (p. ej. médicos veterinarios zootecnis-
tas). Los analisis de isotopos estables (AIE) se han utilizado para determinar
las fuentes alimentarias y el nivel trofico de las especies (Kelly 2000, Stapp y
Polis 2003, Botha y Stock 2005, Najera-Hillman et al. 2009), asi como para la
caracterizacion del origen y la migracion de especies silvestres (Hobson 1999,
Torres Dowdall et al. 2006); también se han utilizado para identificar subpo-
blaciones (Walter et al. 2010), para la identificacion de animales procedentes
de granjas (Dempson y Power 2004, Hammershgja et al. 2005), para estudiar
el impacto de las modificaciones del habitat asi como para evaluar el impacto
de las especies invasivas en la estructura tréfica de los ecosistemas (Vander
Zanden et al. 1999, Bodey et al. 2010). Sin embargo, a pesar de su potencial, la
técnica sigue siendo algo enigmatico para muchos ecélogos. Hoy en dia exis-
ten varias publicaciones que compilan informacion sobre la aplicacion de los
isotopos estables en la geologia, la hidrologia y la ecologia (Fry 2006, Allegre
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2008, Gat 2010). No obstante este trabajo resalta a la aplicacion de los AIE en
el manejo y la conservacion de la fauna silvestre con la finalidad de ilustrar el
potencial de esta técnica esperando asi poder motivar a mas ecologos a pen-
sar en como este enfoque puede ayudar a comprender la fauna silvestre con la
que ellos trabajan.

Is6topos estables y fraccionamiento

Los is6topos son atomos de un mismo elemento que difieren en el niimero de
neutrones que contienen; es decir, tienen las mismas propiedades quimicas
(nimero de protones y electrones), pero diferentes propiedades fisicas (na-
mero de neutrones). En la naturaleza todos los elementos tienen is6topos que
pueden ser estables o inestables. Los is6topos estables difieren de los inesta-
bles en que mantienen siempre el mismo numero de protones y neutrones,
pero pueden existir en forma ligera (menos neutrones) o pesada (mas neutro-
nes) (Fry 2006).

El fenémeno que permite que los analisis de is6topos estables sean ttiles en la
investigacion ecologica es el fraccionamiento isotopico —que en términos sim-
ples se refiere a la diferencia en la velocidad de reaccién entre is6topos ligeros
y pesados de un mismo elemento (p. ej. “C y "C). En la naturaleza los isotopos

Sustrato

13c 13c
13C 13c 13c 13c

Figura 3.1. Reaccion metabdlica simpli-
ficada mostrando el fraccionamiento
El isétopo pesado
reacciona mas lento
(Fraccionamiento)

isotépico.

13c 13c 13C 13c

Producto
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de un mismo elemento pueden participar en las mismas reacciones metaboli-
cas, pero debido a que los atomos de diferentes is6topos tienen masas diferen-
tes, reaccionan a velocidades diferentes (Wada et al. 1991) y por lo tanto los
procesos metabolicos pueden producir productos de reaccion que sean isoto-
picamente mas pesados o ligeros que sus materiales precursores (Fig. 3.1).

Is6topos estables y su flujo en la naturaleza

El fraccionamiento isotopico tiende a generar variacion en la composicion
isotopica entre organismos y habitats diferentes, por lo tanto esta variacion
puede ser utilizada en la investigacion ecologica. Por ejemplo, ya que los ato-
mos de la dieta de cualquier organismo se incorporan al consumidor a través
de los procesos metabolicos, es de esperarse que exista un fraccionamiento
isotopico entre la dieta y el consumidor. Por ejemplo, los is6topos estables de
carbono se utilizan para distinguir las fuentes alimentarias. Esto es posible
debido a que el fraccionamiento entre la composicion isotépica de carbono
(6"°C) de la dieta y 1a 8"°C del consumidor es de aproximadamente 1%o (DeNiro
y Epstein 1978). Adicionalmente la composicion isotopica del nitrogeno (§"°N)
presenta un enriquecimiento gradual con cada nivel trofico de aproximada-
mente 3%o (DeNiroy Epstein 1981), por lo que la combinacion de AIE de carbo-
no y nitrégeno resulta util para reconstruir la estructura trofica de los ecosis-
temas (Fig. 3.2).

Ademas, conforme los organismos viven o se mueven entre biomas isotépica-
mente distintos, pueden registrar sefales isotopicas que permiten la recons-
truccion de su origen o movimientos (Bowen et al. 2005). Por ejemplo, la com-
posicion isotopica del hidrogeno (8°H 6 §D) del agua varia amplia y sistemati-
camente en la superficie del planeta (Rozanski et al. 1993) y debido a que el
agua es un componente clave de muchas reacciones biosintéticas, su senal
isotopica se transfiere a las plantas y se propaga a los tejidos animales por
medio de las redes alimentarias (Hobson et al. 1999). De esta forma la 8D de
tejidos bioquimicamente inertes (p. ej. pelo, plumas, ufias) conservan las sefia-
les isotopicas correspondientes a la localidad en donde crecié dicho tejido y
potencialmente al lugar de origen del organismo (Bowen et al. 2005) (Fig. 3.3).
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Figura 3.2. Estructura de isotdpica de carbono y nitrégeno de un sistema con plantas C, (ar-
bustos) y C, (pastos), consumidas por herbivoros ramoneadores y pastadores, que a su vez
son consumidos por el mismo depredador. Se asume un enriquecimiento de §°N ~3%o con
cada nivel tréfico y enriquecimiento de 6”°C = ~1%o del consumidor respecto a su dieta. La
composicién isotdpica del consumidor secundario es el resultado de mezclar dos fuentes
alimenticiasisotépicamente distintas.

Como hemos visto los AIE de carbono, nitrégeno e hidrogeno tienen muchas
aplicaciones en la investigacion ecologica. Sin embargo otros is6topos esta-
bles como el oxigeno (origen del agua) y el azufre (distincion entre fuentes
marinas y terrestres) también comprenden gran parte de la masa organica del
planeta y por lo tanto complementan el potencial de los AIE para entender y
potencialmente resolver algunos problemas de conservacion y manejo de la
fauna silvestre.

Modificacion del habitat y los AIE

La modificacion del habitat se ha convertido uno de los temas mas importan-
tes de investigacion de la biologia de la conservacion y se considera como una
delas causas principales de la pérdida de la biodiversidad que afecta negativa-
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mente a todos los grupos taxonémicos incluyendo aves, mamiferos, reptiles,
anfibios, invertebradosy plantas (Fischer y Lindenmayer 2007). Los AIE repre-
sentan una herramienta util para predecir, identificar o evaluar los impactos
de la modificaciéon del habitat sobre la fauna silvestre, ya que es muy comun
que al modificar algin ecosistema se afecten las relaciones troficas de las
especies que ahi habitan, se alimentan o se reproducen (Anderson et al. 1999).

Los AIE son particularmente utiles para cuantificar el flujo alimentario entre
ecosistemas (Stapp y Polis 2003, Najera-Hillman et al. 2009) que puede ser
crucial parala sobrevivencia de muchas especies (Rose y Polis 1998). Por ejem-
plo, a través de los AIE de carbono y nitrogeno se ha comprobado que los
recursos marinos ayudan a sostener densidades mayores de roedores (Pe-
romyscus maniculatus) cerca de las costas en la Peninsula de Baja California

8D %q=
35%A y 65%B

Figura 3.3. Determinacion de la proporcidn de individuos provenientes de localidades de
origen geografica e isotdpicamente distintas. Circulos = localidades de origen; rectangulo =
colonia de hibernacién.
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(Stapp vy Polis 2003). Por lo tanto, la cuantificacién de la extensioén geografica
del flujo tréfico a través de AIE puede ser utilizada como un elemento de deci-
sion para el diseflo de areas para la conservacion de fauna costera. Adicional-
mente, por medio de los AIE de carbono y nitrogeno se ha demostrado que las
redes alimentarias acuaticas en arroyos rodeados por bosque riparios depen-
den troficamente de recursos terrestres (Hicks 1997, Benstead y Pringle 2004,
Najera-Hillman et al. 2009). De esta forma los AIE pueden ayudar a predecir o
detectar el efecto de la remocion de bosques riparios sobre la fauna acuatica
(e.g. peces y anfibios). Cabe mencionar que la Norma Oficial Mexicana, NOM-
060-ECOL-1994, establece que la planificacion del manejo de la vegetacion
riparia debe ser llevada a cabo considerando la “funcién ecotonal” entre las
comunidades vegetales adyacentes y los ecosistemas acuaticos. De esta forma
los AIE se convierten en una alternativa para evaluar la influencia troéfica de la
vegetacion riparia (funcién ecotonal) sobre la fauna acuatica.

Por otro lado el desarrollo agropecuario también tiene importantes implica-
ciones en la conservacion y el manejo de la fauna silvestre. Por ejemplo en las
ultimas décadas la acuacultura ha sido el sector productivo de generacion de
alimentos de origen animal que ha crecido mas rapido en el mundo, convir-
tiéndose en una fuente importante de alimento para la humanidad asi como
una fuente de desarrollo econémico para muchos paises (FAO 2010). Sin
embargo la acuacultura puede impactar el ambiente natural por medio de la
destruccion o modificacion del habitat, contaminacion del agua e interaccio-
nes entre organismos cultivados y silvestres. (Naylor et al. 2000). Aun cuando
la legislacion mexicana busca mitigar los impactos de la acuacultura sobre la
calidad del agua (NOM-001-SEMARNAT-1996) y la sanidad de los organismos
cultivados (NOM-010-PESC-1993), los impactos sobre la fauna silvestre causa-
dos por la concomitante modificacion del habitat son poco entendidos y rara
vez cuantificados. En este sentido los AIE tienen el potencial para identificar
los impactos de la modificacion del habitat causados por la acuacultura (Viz-
zine y Mazzola 2006, Herbert et al. 2008). Por ejemplo, ya que la composicion
isotopica estable del azufre (8°*S) permite discernir entre fuentes alimentarias
marinas (8*'S > 10%o.) y dulceacuicolas (8’*S < 10%o), se ha demostrado que cor-

moranes de doble cresta (Phalacrocorax auritus) que consumen peces prove-
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nientes de la infraestructura del cultivo del bagre de agua dulce (Ictalurus
punctatus) tienen una condicion corporal mayor en comparacion con aquellos
cormoranes que utilizan principalmente el ambiente marino (Herbert et al.
2008) 1o que puede tener consecuencias en la adecuacion de los cormoranes y
ser responsable, al menos en parte, del incremento en la poblacién de cormo-
ranes que se ha observado en las tltimas décadas (Weseloh et al. 2002).

La fauna silvestre también puede verse afectada por alimentarse en habitats
modificados por perturbaciones naturales (p. ej. incendios forestales). En este
sentido los AIE representan una alternativa para identificar el consumo de
fuentes especificas de alimento que pueden estar ligados a distintos paisajes.
Por ejemplo a través de AIE de carbono y nitrogeno se comprobo6 que los vena-
dos bura (Odocoileus hemionus) de areas sujetas a incendios forestales sufrie-
ron un cambio en la dieta (cambio significativo en la §"°C) y que tanto los vena-
dos bura como los venados cola blanca (Odocoileus virginianus) de areas suje-
tas a incendios forestales consumieron forrajes mas nutritivos en compara-
cion con individuos provenientes de areas no incendiadas (Walter et al. 2009),
debido a que la §"°N del consumidor (en este caso los venados) esta positiva-
mente asociada con el contenido proteico de su dieta (Sponheimer et al. 2003).
Estos resultados pueden tener importantes implicaciones en el manejo de
poblaciones de venados sujetos a aprovechamiento cinegético, ya que se ha
sugerido que los incendios forestales inducidos por el hombre (quemas con-
troladas o prescritas) pueden tener efectos positivos sobre la condiciéon cor-
poral de los venados (Fulbright y Ortega-S 2007). De esta forma se ilustra
como los AIE tienen multiples aplicaciones en la identificacion, predicciéon y
cuantificacion de los impactos que la modificacién del habitat puede tener
sobre la fauna silvestre.

Especies invasivas y los AIE

Las especies invasivas representan una seria amenaza para la biodiversidad;
sin embargo predecir y cuantificar sus impactos ecologicos es problematico
(Lodge 1993) debido, en parte, a que las redes troficas en la naturaleza son
variables y complejas (Polis 1991) y lo que es mas, los métodos tradicionales
para examinar el impacto de las especies invasivas son costosos y laboriosos
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(Bodey et al. 2010). No obstante, los AIE son comunmente utilizados para pro-
veer de una medida temporal de las relaciones tréficas basada en flujos de
energia (i.e. flujos de iso6topos estables en los ecosistemas). Por ejemplo, en
Canada se ha observado que la trucha lacustre (Salvelinus namaycush) sufrié
una reduccion en su posicion trofica (valores mas bajos de §°N) y un cambio
en la dieta (cambios en la §"°C), como consecuencia de la introduccion de otros
peces depredadores (Micropterus dolomieu y Ambloplites rupestris) (Vander
Zanden et al. 1999); con lo que se demuestra la utilidad de los AIE para detec-
tar cambios en la estructura de las redes troficas ocasionados por especies
invasivas.

Adicionalmente se considera que un traslape en el nicho alimentario entre
especies ecologicamente similares (p. ej. ungulados silvestres e introducidos)
es una medida util para inferir competencia por alimento (Stewart y Bowyer
2003). En este sentido, debido a que los AIE proveen de variables continuas
que son comunes para todas las especies; que integran la informacién sobre
las alimentos asimilados a través del tiempo; y que pueden producir datos
relativamente rapido, se considera que son un método poderoso para medir la
amplitud del nicho alimentario de las especies (Bearhop et al. 2004). Por ejem-
plo a través de AIE de carbono y nitrogeno se estableci6 que existe un traslape
del nicho alimentario entre el ajolote de Xochimilco (Ambystoma mexicanum)
y dos especies invasivas de peces (Cyprinus carpioy Oreochromis niloticus),
que ahora dominan ese sistema acuatico en términos de biomasa y abundan-
cia (Zambrano et al. 2010). Asi se ejemplifica como el uso de los AIE es un enfo-
que que provee de un indicador sensible de cambio ambiental derivado de la
introduccion de especies exoticas o invasivas que puede ser utilizado en una
gran variedad de ambientes naturales.

Origenes y movimientos de la fauna

Comprender la conexion entre areas utilizadas por animales a través de su
ciclo de vida y/o migraciones es un aspecto crucial para su manejo y conserva-
cion, ya que se pueden dirigir estrategias mas apropiadas y especificas a los
sitios de reproduccién, alimentacién y/o areas de descanso (Myers et al
1987). El enfoque tradicional para seguir movimientos de animales depende
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del uso de marcadores extrinsecos y la recaptura de los animales marcados.
Sin embargo, generalmente estas técnicas son inapropiadas para animales
pequenos o que no estan sujetos a la caceria o explotacion; ademas estas téc-
nicas pueden ser muy costosas (p. ej. marcas satelitales). Pero, ya que los orga-
nismos que se mueven entre redes troficas isotopicamente distintas pueden
llevar con ellos informacion del lugar donde se alimentaron previamente. Los
AIE han sido utiles para rastrear los movimientos de animales entre redes
troficas costeras y pelagicas, marinas y dulceacuicolas, terrestres hiimedas y
secas, y dominadas por plantas C,, C, o CAM (Hobson 1999). Adicionalmente,
como vimos con anterioridad, la sefial isotOpica estable del hidrogeno (D) se
ha utilizado para establecer vinculos entre organismos y regiones geograficas
agran escala (Hobsony Wassenaar 1997).

Por otra parte dado el desarrollo de granjas de animales que también existen
de forma silvestre (p. ej. salmones, venados, mustélidos), es importante poder
distinguir entre animales silvestres y de granjas; en parte para poder informar
al consumidor sobre el origen geografico y método de producciéon del produc-
to que estan consumiendo (Bell et al. 2007), asi como también para poder dis-
tinguir entre animales silvestres de aquellos que hayan escapado de las gran-
jas y asi ser capaces de estudiar los impactos que puedan tener sobre las
poblaciones silvestres (p. ej. depresion de la variabilidad genética; Dempsony
Power 2004). Gracias a que generalmente la alimentacion de los animales sil-
vestres difiere isotopicamente de la alimentacion de animales criados en gran-
jas, los AIE resultan una herramienta practica y econoémica para diferenciar
entre animales silvestresy de granjas (Bowen et al. 2005).

Recomendaciones finales

Lamejor manera de comprenderlos AIE es por medio de la practica. Asies que
como los is6topos estables se encuentran en cualquier parte, el investigador
puede pensar en cOmo los isotopos estables circulan en algo que le interese.
Posteriormente debe buscar informacion previarelacionada a suideay encon-
trar un sitio de estudio pensando en que muestras se pueden obtener y son
apropiadas para sus metas. En México las instituciones publicas de investiga-
cion cuentan con al menos tres laboratorios de isotopia estable (Laboratorio
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de Isotopos estables, Instituto de Ciencias del Mar y Limnologia, UNAM - Uni-
dad Académica Mazatlan, Laboratorio Universitario de Geoquimica Isotopica,
Instituto de Geologia, UNAM e Instituto de Investigaciones Oceanolégicas,
UABC), que pueden ser contactados o visitados con el fin de familiarizarse con
el proceso de preparacion y almacenaje de las muestras antes de enviarlas
para los analisis. Una vez obtenidos los datos existen varias formas de inter-
pretarlos por lo que es recomendable discutirlos con otros investigadores o
estudiantes.
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capitulo cuatro

EL uso de la estadistica en el estudio de Ia vida silvestre

Dante Alfredo Herndndez Silva y Gerardo Sanchez Rojas

INTRODUCCION

Para estudiar, analizar y comprender muchos de los fenomenos que ocurren
en la vida silvestre, es importante recordar que muchas de las variables que
medimos para comprenderla son llamadas aleatorias o estocasticas (de las
cuales a pesar de lo mucho que sepamos de su estado inicial, no es posible
predecir su valor final), estos fenbmenos pueden ser el tamafno de una pobla-
cion de borregos cimarron, el tamafio de la camada del pecari de collar, el
numero de arboles por hectarea o el nimero de puntas en una asta de venado,
por mencionar solo algunos.

La herramienta matematica que mejor se ajusta para estudiar estos fenome-
nos aleatorios es la estadistica, que es larama de las matematicas que estudia
la variacion natural (Sokal y Rholf 2005). Por lo tanto, se hace indispensable
que los estudios sobre la vida silvestre involucren el uso adecuado de las
herramientas estadisticas, para combinar el conocimiento biologico y el esta-
distico y poder describir e inferir conclusiones de las observaciones que se
realizan asi como reflexionar sobre su interpretacion.

Esimportante tomar en cuenta, que lainferencia estadistica es mas robusta en
su capacidad predictiva, si las mediciones se realizan siempre bajo las mis-
mas condiciones, con ello se logra que disminuya la incertidumbre del feno-
meno aleatorio. En los estudios biol6gicos es muy dificil de aplicar totalmente
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los supuestos de la estadistica, a los fenomenos que se estudian ya que se pre-
sentan cambios constante (p. ej., un dia no es idéntico a otro, en los individuos
de reproduccion sexual siempre hay alguna diferencia genética), de manera
que lo normal es que no podamos controlar mucha de la variacion en la que se
miden los fenbmenos que estudiamos en la vida silvestre. De ahi que las inves-
tigaciones siempre tendran este conflicto entre la necesidad de las herramien-
tas estadisticas y la realidad biologica, por lo que un disefio adecuado de las
mediciones eslo que nos ayuda a ajustar ambas necesidades.

El objetivo de este capitulo es explicar la necesidad que hay, en los estudios y
manejo de la fauna silvestres, de la aplicacion de la estadistica, por lo que se
definen algunos términos utiles para su comprension y se dan algunos conse-
jos acerca de la seleccion de disefios de experimentos que estan asociados a
pruebas estadisticas particulares, haciendo énfasis solo en las de la estadisti-
ca univariada (cuando el analisis solo involucra una sola variable de respues-
ta, ver mas adelante) aunque no es la Gnica aproximacion estadistica que se
puede utilizar.

Proceso de laindagacion cientifica

La indagacion cientifica es un medio de hacer y contestar una pregunta, de
forma lo mas objetiva y precisa posible, sobre una pequefia parte de nuestro
entorno y reflexionar sobre las implicaciones que tendran los datos registra-
dos para un ambito mas amplio (Feinsinger 2004). En el proceso de la indaga-
cion cientifica, el uso de la estadistica implica necesariamente formular pre-
guntas de cardcter comparativo sobre el fenémeno del cual el investigador
conoce o quiere conocer algin aspecto, de tal manera que se mantiene un pro-
ceso ciclico de obtencion de conocimientos y la compilacion de teorias (Fig.
4.1a). Este ciclo dinamico de la investigacion requiere estar retroalimentando-
se mediante el método cientifico, aunque en este caso nos referimos a un méto-
do cientifico muy simplificado, ya que el método cientifico formal limita
mucho su aplicacion en los problemas del estudio de la vida silvestre (ver una
mayor discusion en Feinsinger 2004). Este método estara integrado por una
pregunta, que nos lleva a una accién y finalmente a una reflexion.
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a) Ciclo de indagacion b) Método cientifico simplificado

Pregunta
Observaciones + lo que

sabemos
a (Marco conceptual)

Conjunto de Conjunto de
Conocimientos Teorias Motor
Reflexion acerca de: Accion
La pregunta #éQué estamos comparando?
Los hallazgos ¢Donde? ¢Cuando?
Los dmbitos mds amplios ¢Como medimos?

Figura4.1. Laindagacidn cientifica se realiza mediante un ciclo dindmico de dos componentes
que estan ligados. Uno es el conjunto de observaciones acumuladasy en continua produccion
(conjunto de conocimientos), y otro que es el conjunto de conceptos que proveen del marco
conceptual de referencia de estos datos y que tratan de explicarlo mediante un conjunto de
teorias. Este ciclo dinamico esta en constante revision mediante el método cientifico, el cual
esel motor que da el dinamismo.

Para plantearnos una pregunta comparativa, es necesario saber desde el prin-
cipio qué variable se va a medir (esta es la variable que ha despertado nuestra
curiosidad) y que llamaremos variable de respuesta, asi mismo hay que visua-
lizar como es que esta va a compararse mediante una o mas variables explica-
torias. Las variables explicatorias pueden ser categoricas, como las épocas del
ano, los diferentes tipos de habitats, en diferentes fragmentos de vegetacion,
o pueden ser variables continuas como medir a lo largo de un gradiente altitu-
dinal o de temperatura. En cualquier caso son las variables que determinan
nuestro factor de disefio. Una vez que se tiene clara la pregunta, podemos
pasar al siguiente paso del método cientifico simplificado que es la accion,
donde se plantea mediante un disefio particular como contestar la pregunta
en cuestion, y es en este punto en donde se emplean las herramientas de la
estadistica. Finalmente los resultados de la accion nos deben de llevar a la
reflexion que deben de tratar de contestar los porqué de los resultados que
obtuvimos (Fig. 4.1b).
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El ciclo de la indagacion contempla que nuestros estudios sean del tipo
observacional, lo que ocurre cuando nosotros no podemos asignar las unida-
des al factor de diseno, y mas bien dependemos de que las condiciones que
buscamos comparar se encuentren en la naturaleza. Mientras que el tipo
experimental es cuando se manipulan las unidades observacionales, y noso-
tros si podemos asignar las unidades de evaluacion al factor de disefio. Nin-
guna de las dos aproximaciones es mejor que la otra, sin embargo los estu-
dios de tipo experimental pueden lograr que las mediciones se hagan bajo
condiciones similares y, como ya se menciono6 antes, esto le da alos resulta-
dos mayor robustez estadistica, pero biologicamente pierden en cuanto ala
condiciones derealidad enlas que los fendmenos ocurren, es decir, constan-
temente tendremos que pensar como podemos abordar de la manera mas
objetiva la pregunta que nos hacemos para poder continuar con el ciclo de la
indagacion.

Es muy importante reconocer que no existe una escala iinica en la cual los feno6-
menos naturales deben ser estudiados; los sistemas naturales muestran una
gama de caracteristicas variables de organizacion temporal y espacial. Por lo
cual, es necesario comprender que la heterogeneidad espacio-temporal cam-
bia desde el punto de vista de la escala, es decir, a escalas pequenas existe un
gran numero de variables que explican un proceso, por tanto, los fenomenos
que ocurren en estas tienen gran variabilidad y poca generalidad; por el con-
trario, a grandes escalas, pocas variables explican los procesos, por lo cual se
incrementa la predictibilidad (Wiens 1989, Galiciay Zarco 2002). La escala por
tanto debe de serincorporada desde la pregunta inicial.

Como se distribuyen los datos

Una valoraciéon muy importante: cual es la funciéon de distribuciéon de la varia-
ble de respuesta, una de las representaciones mas comunes que tienen los
datos es la forma de una campana, donde el valor medio sera el que presente
mas frecuencia e ira disminuyéndola hacia los valores extremos. Este tipo de
distribucion de los datos se conoce como distribuciéon normal. Cuando los
datos presentan esta forma los podemos analizar con estadistica paramétri-

ca. Como ejemplo, esta el caso para una muestra de 86 individuos de Phaneus
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adonis, un escarabajo estercolero que habita la Barranca de Metztitlan, a los
que se les midi6 lalongitud total (Fig. 4.2a).

Por lo contrario, podemos observar cuando la frecuencia con la que ocurren los
datos se aleja de esta distribucion, utilizaremos la estadistica no paramétrica que
resuelve problemas parecidos a la paramétrica pero con un poco menos de robus-
tez estadistica. Para ejemplificar, se puede observar en una variable distinta que es
el largo del cuerno del escarabajo, el cual tiene un funciébn como un ornamento y
tiene implicaciones en la seleccion de pareja y que habitualmente no se distribuyen
normalmente (Serrano-Meneces et al. 2008) (Fig. 4.2b). La simple distribucion de
los datos suele ser muy informativa y es en general el primer paso para establecer
cudles pueden ser las herramientas estadisticas que debemos utilizar.

Ambos tipos de estadistica, la paramétrica y la no paramétrica, son herramientas
valiosas, sin embargo, y dada su naturaleza, es mas facil establecer el grado de

Figura 4.2. Distribucion de la frecuencia de dos variables aleatorias, la longitud total y el largo
total del tamafio de cuerno de los machos del escarabajo Phaneus adonis que habita la
Barranca de Metztitlan: a) Frecuencia del largo total que sigue una distribucidon normal; b)
Frecuencia del tamafio del cuerno el cual presenta un sesgo hacia la izquierda y se aleja de la
distribucion normal.
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incertidumbre de la conclusion estadistica con las herramientas paramétricas (lo
cual se llama robustez estadistica). No obstante, para las interpretaciones bioldgi-
cas, las herramientas que proveen ambas aproximaciones son igualmente utiles.

Tipo de variables

Los datos en los estudios de la vida silvestre estan basados generalmente en
observaciones individuales, las cuales son el conteo o mediciones tomados de
la mas pequeia de las unidades de muestreo (llamada unidad de evaluacion),
estas deben de ser lo mas homogéneas posibles entre si y su namero igual al
numero de réplicas que se estan utilizando. A partir de la preguntas que nos
hacemos, se selecciona el objeto y la caracteristica que queremos medir, por
ejemplo podemos estar interesados en alguna caracteristica del pato de collar
mexicano Anas platyrhynchos diazi como cuantos patos hay en un laguna, su
peso, si son macho o hembras, o cual de los polluelos es el que naci6é primero
(Fig. 4.3), todas estas caracteristicas las podemos agrupar en los siguientes
tipos de variable:

a) Variables continuas: son aquellas que asumen un infinito nimero de
valores entre dos puntos fijos cualquiera (p.ej. la altura en metros,
riqueza de especies, cobertura vegetal),

b) Variables discretas: son aquellas que solo tienen valores en niimeros
enteros, sin valores intermedios posibles (p.ej. conteos de individuos),

c) Variables de intervalos: donde los valores son relativos, y los valores
consecutivos pueden no tener la misma magnitud (p.ej. el orden en el
que van naciendo los polluelos en una nidada),

d) Variables categoéricas o nominales: también llamadas atributos, son
las variables que no podemos medir pero que podemos expresar cuali-
tativamente (p.ej. tipo de habitat, sexo).

Donde y como vamos a medir estas variables dependera de la pregunta com-
parativa que queremos contestar con la estadistica, ya que la definicion de las
variables dependera de como determinemos otros dos conceptos claves de la
estadistica que son la poblaciony la muestra estadistica.
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Una poblacion estadistica es el conjunto total de unidades de evaluacion (es
decir lo que queremos medir y como lo queremos medir) que puedan interesar
en un estudio, la unidad de evaluacién debe estar definida de tal forma que
podamos diferenciar qué medicién pertenece y qué mediciones no pertenecen a
la poblacién. Sin embargo para muchas de las preguntas que deseamos abordar,
como el tamano de las poblaciones de nuestro interés es tan grande que logisti-
camente es imposible medirla (p.ej. todos los patos de la laguna de Tecocomul-
co en el estado de Hidalgo) por lo que usualmente utilizamos una muestra.

Una muestra es cualquier subconjunto de la poblacion que estudiamos donde
las unidades de evaluacion que han sido seleccionadas al azar (de manera que
todas las unidades de la poblacion tengan la misma oportunidad de ser selec-
cionadas) (Fig. 4.3). En este caso es clave que las muestras sean seleccionadas
al azar, ya que por este simple hecho tienen mayor probabilidad de ser repre-
sentativas de la poblacion (es decir, que sus estadisticas como la media y/o la
varianza de lamuestra no sean estadisticamente diferentes de los parametros
de la poblacion). La comprobacion matematica de como las muestras pueden
ser representativas de una poblacion se da en la teoria del limite central
(Christensen 1997, Sokal yRolhf 2005, Zar 2010, Rumsey 2013).

Muestra

d

Poblacién Unidades de evaluacion

Figura 4.3. Representacion grafica de lo que son una poblacion, una muestray una unidad de

observacion, utilizando como ejemplo una poblacidn de patos, Anas platyrhynchos diazi.
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Como empezar a disenar los estudios

En los estudios de fauna silvestres deben tomarse en cuenta dos tipos de
variables:

a) variables de respuesta que es usualmente lo que se esta midiendo.

b) variables explicatorias que pueden ser continuas o categoricas, y que su-
ponemos tienen un efecto en la variable de respuesta y determinan el fac-
tor de disefio.

Por ejemplo, la intensidad de los incendios forestales, esta determinada por
factores ambientales como la distancia a caminos, distancia a zonas urbanas,
precipitacion y temperatura (Perez-Vendin 2014). También es comun asociar
la presencia de incendios forestales cuando hay estiaje y acumulacion de bio-
masa en el sotobosque, esta expresion de la naturaleza ocurre de forma azaro-
sa, y aunque es posible predecir anos que seran lluviosos o secos asociados
por ejemplo al fendémeno del Nifio utilizando el indice de Oscilacion del Sur
(SOI) que es una variable continua, al analizar la intensidad de los fuegos con
este indice solo podemos analizar si estan asociados o no (datos tomados de
Pavony Sanchez-Rojas 2011, Fig. 4.4a).

También puede ser que la variable explicatoria sea categorica, como cuando
nos referimos al tamafio de los arbustos en dos diferentes elementos del pai-
saje donde podemos ver, comparando el valor medio de estas, si hay o no una
diferencia significativa entre ellos. Como ejemplo, podemos analizar la altura
promedio delos arbustos en dos elementos del paisaje enla Reserva de laBios-
fera de Mapimi (datos tomados de Sanchez-Rojas y Gallina 2000, Fig. 4.4b). E1
conocer de qué tipo son nuestras variables explicatorias o de respuesta, es
muy importante para la seleccion de las herramientas estadisticas que quere-
mos usar.

Existen tratados completos sobre como disefiar los experimentos en el campo
de las ciencias biologicas (p.ej. Scheiner y Gurevitch 2001, Quinn y Keough

2002). Los disenos mas simples que se pueden plantear son aquellos que pode-
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mos resolver con la estadistica univariada, que es aquella utilizada cuando
nos interesa analizar una sola variable de respuesta o cuando hay muchas
variables de respuesta, la estadistica que se debe de utilizar es la multivariada.

En la estadistica univariada hay cuatro tipos de disefios esenciales, que resultan
de la combinaciéon de los tipos de variables de respuesta y explicatorias, asi
como saber la magnitud en la que se esta midiendo, ya sea como una variable

Figura 4.4. Representacion de los diferentes disefios de estudios: a) Cuando tenemos que
ambas variables —la dependiente y la independiente— son continuas, por ejemplo, entre la
intensidad de los fuegos forestales y el indice de oscilacién del sur (datos modificados de
Pavén y Sanchez Rojas 2011); b) Cuando la variable independiente es categérica y la depen-
diente es continua, por ejemplo, cuando comparamos el tamafio de los arbustos en dos locali-
dades (datos modificados de Sdnchez Rojas y Gallina 2000); ¢) Cuando la variable dependiente
es categoricay laindependiente es continua tendriamos una regresion logistica, por ejemplo,
en la presencia o ausencia del puma en fragmentos de diferentes tamafios (datos tomados de
Crooks et al. 2002) y d) Cuando ambas variables son categéricas, por ejemplo, cuando vemos
lafrecuencia que presentan especies de mamiferos terrestres en tres diferentes habitats.
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continua o como una variable categorica (Gotelli y Ellison 2004). Es imprescin-
dible que al hacernos una pregunta de investigacion, ya tengamos en mente
cual es la variable respuesta (también llamada variable dependiente) y por otro
lado también tengamos qué variables pueden estar explicando nuestros resul-
tados (también podemos llamar a estas variables independientes) (Cuadro 4.1).

Si sabemos que tanto la variable independiente como dependiente son conti-
nuas, lo que podemos analizar de ellas es si estas dos variables estan asociadas
significativamente, o se pueden explicar mediante una ecuacion lineal, lo cual
podemos evaluar mediante pruebas de correlacion y/o regresion respectiva-
mente. Por otro lado, si tenemos una variable dependiente continua y una varia-
ble independiente categorica, entonces es necesario hacer una comparacion de
medias, la cual representa toda un familia de pruebas estadisticas y donde
podemos encontrar los mas diversos y complejos disefios de estudios (ver Zar
2010), donde se ajustan muchas posibles combinaciones de uno o mas varia-
bles categoricas para explicar a la variable dependiente. Cuando la variable
dependiente es categorica (p.ej. expresa presencia o ausencia de una especie de
carnivoro) y la variable independiente es continua (p.ej. tamafio de un fragmen-
to de habitat) entonces debemos de poder reconocer si hay una asociacion
entre la probabilidad de que ocurra alguno de los dos estados de la variable
categorica y el valor de la variable continua como se puede ver la probabilidad
de ocurrencia del puma en fragmentos de chaparral de diferente tamanos en
California (datos tomados de Cooks 2002, ver Fig. 4.4c). Finalmente cuando
ambas variables son categoricas la variable que podemos medir en este caso es
la frecuencia con la que ocurren simultaneamente y establecer si esta frecuen-
cia se ajusta al azar o no (p.ej. como se da la frecuencia con la que ocurren dife-
rentes especies de mamiferos en ciertos habitats) esta informacion es una medi-
da de la independencia que hay entre ambas variables categoricas, resolviéndo-
se con pruebas tabulares (pruebas de bondad de ajuste o tablas de contingen-
cia)y, al igual que en las comparacion de medias, es toda una familia de pruebas
donde se pueden tener mas de una variable categorica explicatoria (Fig. 4.4d).

Evidentemente es imposible revisar todos los casos y los tipos de disefios para

investigar la fauna silvestre, sin embargo, creemos que estas sencillas reglas
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pueden de ser de gran utilidad cuando se intenta estudiar la fauna silvestre, ya
que implicitamente estan conjuntando a los diferentes actores de una investi-
gacion cientifica y nos puede llevar de una manera mas facil a lograr el ciclo de
laindagacion que se menciono antes.

A pesar de lo util que resulta el Cuadro 4.1, es importante tratar de visualizar
que para escoger la herramienta estadistica adecuada para poder realizar una
reflexion sobre nuestros hallazgos es necesario ir tomando en cuenta si los
datos se ajustan o no a la distribucion normal. Para tal fin se gener6 un arbol
de decision (Fig. 4.5) donde se va planteando si lo que se busca es comparar
medias o si se desea saber si las variables que se estan utilizando se encuen-
tran asociadas.

Si el caso es la comparacion de medias entonces deberiamos saber primero si
nuestros datos se ajustan o no a una distribucion normal, y si queremos com-
parar dos grupos o mas, en el caso de que los datos sean paramétricos y solo
sean dos grupos, podemos utilizar una prueba de T de Student; mientras que
si son mas de dos grupos la prueba adecuada seria un analisis de varianza
(ANOVA), en el caso de que los datos no fueran paramétricos entonces si solo
son dos grupos podemos utilizar una prueba de U de Mann-Whitnney; mien-
tras que si son para mas de dos grupos la prueba adecuada seria una analisis
de varianza en rangos o prueba de Kruskal-Wallis.

Cuadro 4.1. Cuatro tipos de disefios y pruebas estadisticas univariadas. En gris se indican
aquellas pruebas que buscan evaluar el grado de asociacion de las variables dependientes e
independientes mientras que la Unica que realmente evalta la diferencia es la ANOVA.

Variable dependiente Variable independiente

Continua Categorica
Confinu Regresion

Correlacion Comparacion de medias
Categorica Regresion logistica Tabla de contingencia

Modificado de Gotelli y Ellison 2004.
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Cuando nos interesa saber si hay una asociacion lo primero es saber si los
datos continuos de la variables dependiente e independientes se ajustan o no
auna distribucién normal, en el caso de que si se ajuste a esta distribucion, si
nos interesa ver solo que estan asociadas entonces utilizamos una correlacion
de Pearson, mientras que si queremos ajustar los valores a una ecuacion de la
linea recta entonces utilizamos la regresion paramétrica, pero si nuestros
datos no se ajustan a una distribucion normal, entonces, para saber si estan
asociadas utilizamos una correlacion de Spearman, mientras que si queremos
ajustar los valores a una ecuacion entonces utilizamos la regresion no para-

métrica.
Asociacion
entre variabes
1
1 | 1
Ambas variables L:]e:;l)]l;fs?!]eedse Ambas variables
son continuas categorica son cafegoricas
Los dafos se ajustan Los datos no se Variable independiente Los datos no se
a una distribucion ajusfan a una con datos distribucion ajustan a una
normal distribucion normal normal distribucion normal
Asociacion Asociacion ”
” - Regresion
— Conelocign = Correlacitn Iogistica comibr:;e?\ecia
de Pearson de Sperman
Comparacion
de medias
Ajusfe a una Ajuste a una
== ecuacion = ecuacion Regresion [ |
Regresion lineal no paramétrica
Datos Datos no
parametricos parametricos
Dos grupos Dos grupos
T de Student Mann-Whitney
Figura 4.5. Arbol de decisidén para escoger los
métodos estadisticos mas adecuados en los dise- Mds de dos Mds de dos
= . R . grupos grupos
fios de estadistica univariada mas comunes. ANOVA Kuskal-Wolls
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capitulo cinco

Lvaluacion de la diversidad de especies en ensamblajes
(e vertebrados: un primer acercamiento midiendo
[ comparando la riqueza de especies

Eduardo Pineda y Claudia E. Moreno

INTRODUCCION

La diversidad de especies, considerandola en un sentido amplio como la varie-
dad de especies y su abundancia relativa en el espacio y el tiempo (Hubbell
2001), se ha convertido en un tema central tanto en ecologia de comunidades
como en biologia de la conservacién. Su estudio es una aproximacion practica
para conocer el estado de los sistemas ecoldgicos, evaluar el impacto de dis-
tintas actividades humanas sobre la naturaleza, identificar espacios que ame-
riten proteccion inmediata, asi como para entender el funcionamiento de los
ecosistemas (Maclaurin y Sterelny 2008).

Actualmente se reconoce a la diversidad de especies como una propiedad de
las comunidades biologicas, la cual amerita ser examinada y monitoreada
para entender a la naturaleza (Begon et al. 2006, Podani 2006). Sin embargo,
dependiendo de los propdésitos o alcances del estudio, existen multiples for-
mas de evaluarla (Moreno 2001, Magurran 2004). En este sentido lariqueza de
especies, es decir, el namero de especies que ocurren en un espacio determi-
nado, es probablemente el componente mas estudiado de la diversidad de
especies. Ademas de ser la forma mas sencilla de evaluar la variedad de enti-
dades que componen a un ensamblaje o un ensamble’, la riqueza de especies

1. Siguiendo la propuesta de Fauth et al. 1996, se considera ensamblaje a un grupo de especies relacionadas
filogenéticamente que coexisten en espacio y tiempo (p. ej. los anfibios del bosque de niebla del centro de Veracruz),
mientras que ensamble es un grupo de especies relacionadas filogenéticamente pero que ademas usan un conjunto
de recursos de manera similar (p. ej. las ranas de hojarasca de la reserva Los Tuxtlas).
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proporciona informaciéon sobre la expresion de procesos ecologicos e histori-
cos que han ocurrido en una localidad, y podria reflejar lo que sucede en otros
niveles de organizacion bioldgica. Las desventajas de utilizar la riqueza espe-
cifica como medida de la diversidad biologica es que se asume que todas las
entidades que componen a un conjunto tienen la misma relevancia, al usarla
como comparativo entre distintos escenarios no distingue las diferencias en
laidentidad de las especies y, desde un punto de vista metodologico, el niime-
ro de especies registrados en un espacio y tiempo determinado depende del
tamano de la muestra. En ese sentido, el analisis de la riqueza de especies
puede considerarse como un primer acercamiento, practico y relativamente
sencillo, para estudiar a las comunidades biologicas y los procesos que las
regulan, pero la medida por si sola tiene limitaciones las cuales, en funcion de
los propositos y alcances del estudio, pueden reducirse usando de manera
complementaria otras métricas de la diversidad de especies.

El proposito del presente capitulo es apoyar a los interesados en el estudio de
la diversidad de especies, particularmente de lariqueza de especies, mediante
una serie de propuestas que faciliten su analisis e interpretacion. Es preciso
mencionar que ya existen varios trabajos que tratan sobre distintos métodos
y su aplicaciéon para analizar lariqueza de especies (ver Moreno 2001, Halffter
et al. 2001, Magurran 2004, Magurran y McGill 2011, Pineda-Lopez y Verdu
2013). En este capitulo, como un elemento distintivo, se plantea el uso conjun-
to de una serie de métodos que fueron propuestos o mejorados recientemente
para estudiar la riqueza de especies (ver Chao y Jost 2012, Colwell et al. 2012,
Colwell 2013, MacGregory Payton 2013, Hsieh et al. 2013, Colwell y Elsensohn
2014) pero en un contexto particular, el de los vertebrados. Asimismo, se abor-
dan algunas consideraciones basicas en cuanto al disefio del estudio, la colec-
tay el manejo de los datos, asi como su representacion. Cabe aclarar que las
bases tedricas y explicaciones detalladas sobre el funcionamiento de cada
método no son tratadas en este capitulo, estas pueden ser encontradas en las
publicaciones antes citadas.
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Algunas consideraciones basicas sobre el disefio del estudio y la colecta
de datos

La medicion o cuantificacion de la riqueza de especies de un ensamblaje es
posible a través de un muestreo estructurado espacial y temporalmente. Una
muestra se define como una parte o porcion de un conjunto, extraida median-
te métodos que permiten considerarla como representativa del propio con-
junto. Planificar los muestreos adecuadamente demanda de un ejercicio de
priorizacion, de selectividad y es la base para generar datos confiables que
nosreflejen el fenémeno que se desea examinar.

Cuando se busca estimar la riqueza de especies de una localidad o un paisaje,
es pertinente considerar varios elementos vinculados con el muestreo y su
disefio. Por ejemplo, es necesario reconocer que todos los métodos de mues-
treo tienen sesgos, algunas técnicas, ya sea por causas biologicas o relaciona-
das con el observador o el instrumento de deteccién, son muy utiles para
registrar especies con determinados habitos, conducta o caracteristicas fisi-
cas, por ejemplo, pero no son tan adecuadas para detectar especies con otros
atributos. En este sentido, la probabilidad de deteccién varia entre las especies
y alo largo del periodo del estudio (Buckland et al. 2011), lo cual se relaciona
directamente con la precisién para estimarlariqueza de especies. Por lo tanto,
las estimaciones de la riqueza estaran sesgadas en la medida que la probabili-
dad de detecciony las técnicas de muestreo asilo estén. De ser posible, es reco-
mendable usar varios métodos de muestreo que sean complementarios en su
capacidad de deteccion, de esta forma, se incrementara la probabilidad de
registrar el mayor niumero de especies presentes en el area estudiada.

Otro elemento fundamental relacionado con el disefio del estudio y con el
muestreo es la escala. Lariqueza de especies registrada en un area dependera
tanto del tamarfo del area, como del periodo de tiempo y del momento en el
que sea examinada esa area. Cuando el area de muestreo se incrementa, la
probabilidad de observar mas especies también aumenta; de la misma mane-
ra, cuanto mas tiempo se invierta para registrar a las especies, mayor sera la
probabilidad de observarlas. En este sentido, es pertinente recordar que los
habitats son dinamicos y los vertebrados responden a esa dinamica despla-
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zandose en el espacio y en funcion del tiempo (p. ej. ciclo diurno-nocturno,
estacionalidad, ciclos anuales, multianuales, etc.). De manera general, mien-
tras el areay el tiempo sean mas reducidos para estimar lariqueza de especies,
el valor de esta tendera a ser menor. Esto es especialmente relevante al anali-
zar ensamblajes compuestos por una porcion significativa de especies raras,
por especies migratorias o aquellas con vagilidad reducida. Al incrementar el
area y tiempo de muestreo en la medida de lo posible, se reduce la probabili-
dad de cometer errores como los falsos negativos o falsas ausencias, esto es,
no registrar la especie cuando si esta presente, lo cual puede redundar de
maneranegativa enla estimacion de lariqueza de especies (Tyre et al. 2003).

Cuando el proposito del estudio implica comparar ensamblajes de especies
en distintos escenarios (ambientes, fragmentos de vegetacion, etc.) es reco-
mendable invertir el mismo esfuerzo de colecta en todas las muestras que se

Bosque Plantacion Pastizal para

primario forestal ganado
Fragmento 1 Plantacidon 1 Pastizal 1
Fragmento 2 Plantacidon 2 Pastizal 2
Fragmento 3 Plantacion 3 Pastizal 3

Figura 5.1. Ejemplo de un disefio de muestreo considerando un esfuerzo de colecta similaren

cadaambientey en cada fragmento o parcela que conforman a ese ambiente.
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desean comparar (Fig. 5.1). Es oportuno colectar muestras en distintos puntos
dentro de cada escenario y a lo largo del periodo de actividad de las especies
estudiadas o al menos en las etapas mas representativas para el grupo de ver-
tebrados (p.ej., las estaciones del aflo con mayor actividad, la época de repro-
duccién, la de migracion o alguna particularmente relevante para cada grupo).

La completitud de la muestra y larepresentatividad del ensamblaje

Como se mencion6 previamente, la medicion de la riqueza de especie se rela-
ciona directamente con el esfuerzo de muestreo aplicado durante todo el estu-
dio. Una vez que hemos concluido el trabajo de campo o incluso si aun no lo
finalizamos, es pertinente evaluar qué tan completa es la muestra para repre-
sentar al ensamblaje que deseamos analizar. Esta tarea es particularmente
relevante cuando se pretende comparar ensamblajes, lo recomendable es que
las comparaciones se hagan con niveles de completitud parecidos y preferen-
temente altos. Una opcion propuestarecientemente para atender esta tarea es
una aproximacion denominada cobertura de la muestra.

El concepto de "cobertura de la muestra" fue desarrollado originalmente por
Alan Turing e 1.J. Good (citado en Chao y Jost 2012) para realizar analisis crip-
tograficos durante la Segunda Guerra Mundial, pero fue retomada y adecuada
en los ultimos anos por Chao y Shen (2010) y Chao y Jost (2012) para analizar
datos de diversidad biologica. En ese contexto, la cobertura es considerada
una medida de la completitud de la muestra, indicando la proporcion del
numero total de individuos de un ensamblaje que pertenecen a las especies
representadas en la muestra. Asimismo, al restar el valor de la cobertura de la
muestra de launidad, se obtiene la proporciéon de la comunidad que pertenece
alas especies no muestreadas, lo cual se denomina "déficit de la cobertura". El
déficit de la cobertura de la muestra también puede interpretarse como la
probabilidad de que una nueva especie (i. e. especie no detectada previamen-
te) searegistrada si se aumentase la muestra con un individuo (Fig. 5.2).

Un ejemplo similar al que proponen Chaoy Jost (2012) puede ayudar ailustrar
el concepto. Imaginemos que un ensamblaje de aves en un bosque de una
reserva esta compuesto por 50 especies, la especie 1 tiene una abundancia
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0.18
|‘IIII Muestra
IIIII....--- _______

0.16
0.14
Especies ordenadas por abundancia

0.12
0.10
0.08
0.06
0.04
0.02
0.00

Abundancia relativa

Cobertura de la muestra Déficit de la cobertura

Figura 5.2. Cobertura de la muestra y déficit de la cobertura determinadas en funcién de las
abundancias relativas del conjunto de especies que forman el ensamblaje.

relativa de 0.25, la especie 2 tiene una abundancia relativa de 0.15, de la espe-
cie 3 alaespecie 5 tienen una abundanciarelativa de 0.06 cadaunay de la espe-
cie 6 ala 50 la abundancia relativa de es de 0.01 para cada una. Las abundan-
cias relativas de las especies del ensamble se pueden referir como: 0.25, 0.15,
0.06x 3,0.01 x45. Si se lleva a cabo un muestreo aleatorio con reemplazoy se
registran 20 individuos, los cuales pertenecen a 12 especies y se asume que
sonlas 12 especies mas abundantes del ensamblaje, la cobertura de esta mues-
tra en particular es 0.25 + 0.15 + (0.06 x 3) + (0.01 x 7) = 65%, ya que esas 12
especies en la muestra en conjunto, constituyen el 65% del namero total de
individuos del ensamblaje. El déficit de la cobertura es 100 % - 65% = 35%, 1o
cual significaria que el 35% de los individuos del ensamblaje pertenecen a
especies que no fueron detectadas por el muestreo (las cuales fueron 38 espe-
cies). En ese sentido, estos valores pueden ser considerados indicadores obje-
tivos de la completitud del muestreo, aunque no indican la proporcion de espe-
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cies detectadas en el muestreo. Para estimar esa proporcion se ocupan estima-
dores como Chao 1, Jack 1 y otros estimadores que son tratados con detalle en
textos como los de Moreno (2001), Magurran y McGill (2011) o Pineda-Lopez y
Verdu (2013).

Desde un punto de vista practico, la cobertura de la muestra deberia ser esti-
mada con los datos que se obtienen a partir del muestreo, sin necesidad de
conocer de antemano las abundancias relativas reales de todas las especies
que componen el ensamblaje. Para ello, Chao y Shen (2010) y Chao y Jost
(2012) derivaron una ecuacion, a partir de la propuesta inicial de Alan Turing
usando la informacién contenida en la propia muestra, la cual consideran
precisay eficiente. El calculo de la cobertura se basa en la integracion de tres
elementos fundamentales: el tamafio de la muestra, esto es, el nimero total de
individuos registrados (denotado como n), el nimero de singletons (especies
representadas por solamente un individuo en la muestra, cuya notacion es f,)
y el namero de doubletons (especies representadas por dos individuos en la
muestra, denotado como f,),1os cuales se relacionan de la siguiente manera:

¢ o1— Ll =Df
n | (n=1f)+2f,

Asi, en un muestreo donde se hayan registrado 752 individuos de 43 especies
dereptiles, delas cuales 21 fueron singletonsy 5 fueron doubletons, la cobertu-
ra de la muestra seria del 97%y el déficit de la cobertura del 3%. Este computo
puede hacerse de manera sencilla con papel y lapiz y, por supuesto, de manera
expeditaenunahoja de calculo como Excel de la siguiente manera (Fig. 5.3).

Cabe mencionar que aunque se planee un esfuerzo de muestreo equitativo en
todas las localidades o escenarios que se desea comparar, no hay garantia de
que las coberturas de las muestras seran similares. Si no fuese posible nivelar
la cobertura de la muestra con mas esfuerzo en campo, es pertinente conside-
rar en la discusion del trabajo que las diferencias en las riquezas observadas
pueden deberse, al menos parcialmente, a diferencias en la cobertura de la
muestras.
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Figura 5.3. Ejemplo del formato y arreglo de los valores para calcular la cobertura de la mues-

traenunahojade calculo.

Comparando lariqueza promedio de las muestras

En algunas ocasiones puede resultar interesante calcular la riqueza de espe-

cies promedio de las unidades de muestreo (trayectos, dias, conjuntos de

trampas, sitios de muestreo) y después comparar dicha riqueza promedio

entre diferentes comunidades (localidades, tipos de vegetacion, etc.). Para ello

hay varias alternativas:

D

Si los datos cumplen los supuestos de normalidad y homogeneidad de
varianzas, se pueden utilizar pruebas estadisticas paramétricas, particu-
larmente la prueba de t de Student para comparar la riqueza promedio de
dos comunidades, o analisis de varianza (ANOVA) para comparar tres o
mas comunidades.

2) Silos datos no tienen una distribucion normal (como casi siempre ocurre) y

3)

se desea realizar pruebas paramétricas tradicionales como las descritas
en el punto anterior, se pueden transformar los datos. Por ejemplo, trans-
formando los datos de nimero de especies en su raiz cuadrada, puede
alcanzarse una distribucién normal.

Si los datos no tienen una distribucién normal, se pueden utilizar pruebas
estadisticas no paramétricas para comparar la mediana de las comunidades:
una prueba de Mann-Whitney para comparar la riqueza de dos comunidades

ouna prueba de Kruskal-Wallis para comparar tres o mas comunidades.
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4) Se pueden utilizar modelos lineales generalizados (generalized linear
models, GLMs) con los cuales uno puede especificar el tipo de distribucion
de los datos antes de realizar la prueba estadistica correspondiente. Los
datos de riqueza de especies (conteos) suelen tener una distribucion de
tipo Poisson.

Comparando la riqueza total o acumulada de especies: una tarea en tres
pasos

La comparacion de lariqueza total de especie de varias localidades, ambientes
o momentos, puede llevarse a cabo mediante un proceso que implica tres eta-
pas: la elaboraciéon de curvas de acumulaciéon de especies, su extrapolacion a
un mismo esfuerzo de muestreo y la construccion de intervalos de confianza
al 84% para contrastar de manerarobusta los valores calculados.

Curvas de acumulacion de especies

Las curvas de acumulacion de especies han sido usadas en ecologia de comu-
nidades y biologia de la conservacion, entre otras cosas, para comparar la
riqueza especifica entre ensamblajes (Soberén y Llorente 1993, Gotelli y Col-
well 2001). De manera breve, se puede definir a una curva de acumulacién de
especies como un modelo que relaciona el nimero acumulado de especies
registradas en funcion de alguna medida del esfuerzo aplicado a lo largo de
un muestreo. Su uso facilita la comparacion entre ensambles pues siempre
tiene como referencia el esfuerzo de muestreo, elemento que influye de mane-
ra determinante enlos valores de riqueza de especies observados.

De manera general, para la generacion de una curva de acumulaciéon de espe-
cies se puede usar como unidad de esfuerzo a las muestras o alos individuos
registrados. En el primer caso, el esfuerzo puede medirse en funciéon de la
técnica usada, como numero de trampas o camaras trampa, metros cuadra-
dos de red, horas de buisqueda, puntos de conteo, area o distancia de mues-
treo, etc. o bien puede ser una mezcla de estas técnicas. En el caso de usar al
numero de individuos como esfuerzo de muestreo, si bien uno no sale al
campo pensando en registrar 20, 40 o 100 individuos, resulta practico tomar-
lo como esfuerzo de muestreo al generar las curvas ya que todas las técnicas
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mencionadas previamente tienen como comiin denominador a los individuos
capturados o registrados. Esto es particularmente itil cuando se usa una com-
binacion de técnicas, ademas de que facilita la comparacion con estudios
publicados en otros lugares o en otros momentos: los individuos registrados
como parametro de comparacion, independientemente de las técnicas usa-
das. Ahora bien, no siempre es posible distinguir entre individuos en los mues-
treos. En ocasiones, como cuando se registran rastros de animales o cuando
mediante las camaras trampa no se puede distinguir si se esta registrando al
mismo individuo en varias fotografias o son diferentes ejemplares, es perti-
nente usar los datos como presencia-ausencia.

Para generar las curvas de acumulacion se puede ocupar algun programa de
computo, varios de ellos son de uso gratuito, son de facil manejo y estan dis-
ponibles en la red. En este caso se ocupara el programa EstimateS v. 9.1 (Col-
well 2013) debido a que es un programa comunmente usado en estudios de
diversidad para analizar una amplia gama de grupos bioldgicos, tiene mas de
20 anos de haber sido creado y continuamente esta en actualizacion, ademas
de que es de acceso gratuito.

El programa usa como materia prima una matriz de datos la cual puede ser,
como Se menciono previamente, generada con datos de presencia-ausencia o
bien con datos de abundancia. En la version 9.0 y posteriores es posible anali-
zar tres tipos de matrices de datos, las cuales pueden generarse mediante una
hoja de calculo y guardar como texto delimitado por tabulaciones. En la Fig.
5.4 se muestra un ejemplo de cada formato. En el primer formato (Fig. 5.4a) se
trata de una matriz de datos de presencia-ausencia donde las muestras estan
dispuestas en columnas y las especies en las filas. La celda A1 se refiere al nom-
bre del ensamblaje, localidad o ambiente que se pretende analizar y el nombre
se asigna a criterio del usuario. La celda B1 se refiere al formato de la matriz
(conjunto de muestras), la C1 incluye la clave del arreglo de la matriz (1) que
en este caso se refiere a las muestras en columnas y las especies en filas, los
valores en D1 y E1 se refieren al nimero de columnas y filas que no se deben
de tomar en cuenta para los analisis, que en este caso son 1y 1: el encabezado

de las muestras y el nombre de las especies (fila 3 y columna 1, respectivamen-
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a)

b)

<)

Figura 5.4. Formatos de bases de datos que pueden ser usados como archivos de entrada en
el programa EstimateS v. 9.1 para generar curvas de acumulacion. a) Matriz de presen-
cia—ausencia (o incidencia) basada en muestras; b) Matriz de abundancia basada en mues-
tras; c) Matriz basada en individuos.

te). La notacion de estas celdas es obligatoria si se usa una matriz de datos
como la que se muestra en el ejemplo (Fig. 5.4a). Si se usa una matriz que no
incluye el nombre de las muestras, ni el nombre o clave de las especies, enton-
ces los valores asignados a las celdas D1 y E1 deben ser O (cero). Con respecto
alas celdas A2 yB2,los valores que se deben de asignar son el niimero total de
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especies y el numero total de muestras respectivamente (21 y 14 para el caso
del ejemplo). El resto de las celdas incluye el valor 1 si se registro6 la presencia
de una especie en una muestra en particular, si no se detecto, la celda queda
vacia, no es necesario indicar un O (cero). Cabe aclarar que dentro de la matriz
de datos no debe haber columnas, ni filas vacias.

El segundo formato (Fig. 5.4b), que puede analizarse en EstimateS 9.0 y versio-
nes posteriores, incluye datos de abundancia y es muy parecido al de presencia-
ausencia, pero en este caso los valores que se incluyen dentro de la matriz se
refieren ala abundancia registrada de cada especie, en cada una de las muestras.

El tercer formato (Fig. 5.4¢) esuna maneraresumida de ordenar los datos gene-
rados en el estudio y es pertinente solo cuando se tienen datos de abundancia.
En este caso, las celdas B1, C1, D1 y E1 se refieren al formato de la matriz (por
individuos), la clave del arreglo (en este caso 2:1as especies en columnas y las
muestras en filas) y como no se incluye el nombre de las muestras, ni de las
especies, se debe de indicar 0 y 0 respectivamente. Las celdas B2 indican el
numero de especies y la celda C2 sefiala las muestras, que en este caso como
es un formato reducido solo se indica 1. Los valores en las celdas A3, B3, C3,
etc. se refieren a las abundancias totales de cada especie, registradas al final
del estudio. Cualquiera de los formatos antes mencionados debe guardarse
como "texto delimitado por tabulaciones" y se recomienda almacenarlo en
una carpeta generada especialmente para este tipo de analisis.

Para procesar en el programa alguna matriz de datos, en este caso el ejemplo
mostrado en el tercer formato, se debe abrir el programa y realizar lo siguiente:

1. Cargar el archivo (menu File de la barra de opciones), seleccionar la opcion
Individual-based abundance data, asi como One individual-based abun-
dance sampley seleccionar el archivo que se guardoé en la carpeta especial.
Posteriormente se abriran algunas ventanas que indicaran las caracteristi-
cas de nuestrabase de datos, hay que seleccionar OK.

2. En el menu Diversity, seleccionar Diversity Settings y aparecera una ventana
que indica las condiciones bajo las que se generara la curva de acumulacion,
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Q
~

Numero de especies

por defecto se haran 100 aleatorizaciones, lo cual es adecuado para el tamarfio
de la matriz de datos que se procesara es adecuado, pero si se procesa una
base de datos mucho mas grande, con n niimero de especies cercanas a la cen-
tena 0 mas, conviene aumentar el nimero de aleatorizaciones, por 1o menos
unas tres o cuatro veces mas que el nimero de especies. Por el momento, el
resto de las opciones se queda como se indican por defectoy se indica OK.

En el menu Diversity se elige la opcion Compute Diversity Statsy después de
aceptar, se desplegara una ventana con los valores del niumero de especies
estimadas (denotado como S[est]) en funcion del niimero de individuo (co-
lumnas 2 y 1, respectivamente), asi como los intervalos de confianza supe-
rior e inferior al 95% (columnas 3 y 4), la desviacion estandar (columna 5),
una serie de estimadores de lariqueza de especies, asi como los valores de
singletonsy doubletons, en el resto de las columnas.

b)

Numero de individuos

Ensamble A Ensamble B

Figura 5.5. Curvas de acumulacién de especies de dos ensambles en funcion del nimero de

individuos registrados. Se grafican los valores estimados (linea continua) y los intervalos de

confianza superior e inferior (lineas discontinuas). a) Curvas de acumulacién de dos ensam-

blajes donde el esfuerzo de muestreo fue distinto; b) Curvas de acumulacién de dos ensam-

blajes donde el esfuerzo de muestreo fue distinto pero en uno se extrapoldé al mismo esfuerzo

de muestreo que el otro ensamblaje. La linea punteada después del circulo negro indica los

valores calculados mediante la extrapolaciony el area gris indica la amplitud de los intervalos

de confianzaresultantes.
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4. Exportar la base directamente desde la ventana o en el ment1 Diversity y
guardarla en la carpeta especial.

5. Abrir la base de datos en una hoja de calculo y ahi se podra graficar con
facilidad la curva de acumulacién, incluyendo los intervalos de confianza
(delacolumnal ala4).

Es posible procesar varias bases de datos y mostrarlas en una sola grafica, lo
cual ayuda a mostrar el comportamiento de la riqueza de ensamblaje en fun-
cion del esfuerzo de muestreo, que en este caso fue el nimero de individuos,
como se muestra enlaFig. 5.5a.

Extrapolacion

Cabe reconocer que a pesar de lo proyectado al inicio de un estudio, rara vez
es posible invertir exactamente el mismo esfuerzo en todos los ensambles
que se pretenden comparar, debido tanto a restricciones de personal, meto-
dologicas, estocasticas o ajenas al estudio. Como se sugiere que las compara-
ciones de los valores de riqueza especifica se hagan considerando un mismo
esfuerzo, comiinmente se usaba como referencia aquella curva que tuviese el
menor esfuerzo, se trazaba una linea vertical (real o imaginaria) al final de la
curva, y se comparaban los valores del nimero acumulado de especies de
cada curva a ese nivel. La desventaja de hacer comparaciones de este tipo es
que todos los valores estimados que estuviesen a la derecha de esalinea verti-
cal, trazada a partir de la muestra con menor esfuerzo, eran ignorados, lo que
en el fondo representaba que ese trabajo de campo y esfuerzo no era valora-
do. Como alternativa para considerar el esfuerzo de muestreo en cada ensam-
ble y valorarlo, Colwell y colaboradores (2012) elaboraron una propuesta que
permite extrapolar, mediante métodos no paramétricos, las curvas de acumu-
lacién mas alla del esfuerzo de muestreo invertido en el estudio y en el que
también se incluyen a los intervalos de confianza y a la desviacion estandar,
como medida de variacién, lo cual resulta util parala etapa final (ver mas ade-
lante) ala hora de comparar los valores calculados.

Para extrapolar las curvas de acumulaciéon, ahora como referencia se puede

tomar al ensamblaje con el mayor esfuerzo de muestreo y las comparaciones
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se harian a ese nivel de esfuerzo. No obstante, Colwell y colaboradores (2012)
advierten que no es recomendable extrapolar mas alla de dos o tres veces el
esfuerzo de muestreo del ensamblaje original, con el propoésito de que los
resultados se consideren razonablemente confiables y los intervalos de con-
fianzano se amplien de manera exagerada.

En el mismo programa (EstimateS v. 9.1) que se us6 para estimar las curvas se
pueden extrapolar las curvas de acumulacion de especies. En el paso 2, cuando
al seleccionar Diversity Settings en el menu Diversity se despliega la ventana
con las condiciones bajo la que se generara la curva de acumulaciéon, hay una
opcion para extrapolar las curvas. Ahi, por ejemplo, se selecciona Extrapolate
rarefaction curves 'y Extrapolate to a total of __ individuals, donde es posible
definir hasta qué nimero de individuos se desea hacer la extrapolacion. El
procedimiento que sigue es el mismo que se hizo para generarlas curvas.

Las graficas, ahora con la extrapolacion de por medio en aquellos ensambles
que asilo ameriten, pueden ser ttiles para atender larecomendacion de hacer
las comparaciones tomando como referencia un mismo esfuerzo de mues-
treo. En la Fig. 5.5b se muestra un ejemplo de ello y se senala, con una linea
punteada después del circulo negro de la curva correspondiente al ensamble
B, el comportamiento de la estimacion (extrapolacion) mas alla del esfuerzo
original de muestreo (350 individuos). La zona gris hacia el final de la curva
indica el comportamiento de los intervalos de confianza extrapolados, notese
que se abren ligeramente, lo cual es comun en el proceso de extrapolacion.

Calculo de intervalos de confianza al 84%

Para completar el proceso que nos permita hacer una comparaciéon mas robus-
tade los valores de riqueza estimados, incluso de valores generados mediante
la extrapolacion, MacGregor y Payton (2013) sugieren usar intervalos de con-
fianza al 84%, en lugar de los intervalos de confianza al 95% que normalmente
se calculan en los programas de computo que elaboran curvas de acumula-
cion. La ventaja de usar intervalos de confianza al 84% es que mimetizan de
manera robusta pruebas estadisticas con un o«=0.05 y por lo tanto determinan
si existe diferencia o no dependiendo de silosintervalos se traslapan.
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Para calcular los intervalos de confianza al 84% a partir de los resultados que
se generaron con EstimateS, los valores que serviran son los relacionados con
la desviacion estandar de las especies estimadas (S[est]SD, columna 5). El valor
que se indica de la desviacion estandar debe multiplicarse por 1.372, de acuer-
do con MacGregory Payton (2013) y el resultado que se genere debe ser suma-
do y restado al valor que indica el nimero estimado especies (S[est], columna
2,) para generar el intervalo superior y el intervalo inferior, respectivamente.
Esto puede calcularse para cada uno de los valores estimados de la curva y
posteriormente graficarlos, para observar el comportamiento de las curvasy
al mismo tiempo compararlas alo largo de toda su trayectoria. Otra alternati-
va es calcular los intervalos de confianza solo con los valores finales de la
curvay graficarlos como se muestra enlaFig. 5.6. Esta opcionresultautil cuan-
do son varios los ensamblajes que se pretenden comparar y colocar muchas
curvas con sus respectivosintervalos de confianza podriaresultar en una figu-
ra saturada.

Numero de especies

Ensambles

Figura 5.6. Comparacion de la riqueza de especies de ocho ensambles. Se muestran los valo-
res calculados de riqueza (rombos) y sus intervalos de confianza superior e inferior al 84%

(barrasdeerror).
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Como se mencion6 previamente, los valores calculados y graficados pueden
ser los resultantes de la extrapolacion de cada ensamblaje, para que las com-
paraciones se hagan bajo un mismo esfuerzo. Adicionalmente, graficos de
este tipo pueden ayudar a mostrar tendencias silos valores calculados se arre-
glan de mayor a menor (o viceversa), en funcion de algun factor como el nivel
de disturbio, la altitud o el tiempo de recuperacion de un bosque por ejemplo,
con lo cual podria ilustrarse también los niveles de variacion de los valores
calculados.

Consideraciones finales

A pesar de su simplicidad y su amplio uso como medida general de biodiversi-
dad, lariqueza de especies es un parametro con propiedades complejas, como
su dependencia del tipo y esfuerzo de muestreo invertido. En este capitulo se
han descrito brevemente algunos métodos utiles para una primera aproxima-
cion al conocimiento y comparacion de la riqueza de especies entre comuni-
dades ecologicas. Sin embargo, estos métodos estan en constante analisis,
pruebay proceso de mejoria, y se sugiere hacer una revision profunda de ellos
para seleccionar los que mejor resuelvan las preguntas biologicas de interés.
Por ejemplo, hay multiples opciones metodologicas para tratar de corregir los
sesgos en la estimacion de la riqueza de especies, y nuevas propuestas como
la rarefaccion basada en cobertura de la muestra, que permite comparar la
riqueza de las comunidades estandarizandolas a un mismo nivel de completi-
tud del muestreo. No hay un método tnico que resulte el mas adecuado para
distintos contextos, sino una gama de posibilidades entre las que se pueden
elegir alternativas con base en la revision del propio método, los objetivos de
estudio ylas caracteristicas ecologicas del grupo biologico de interés.
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capitulo seis

Anélisis de viabilidad poblacional aplicada
al manejo de fauna silvestre

Salvador Mandujano

INTRODUCCION

Los analisis de viabilidad poblacional mejor conocidos como PVA' por sus
siglas en inglés Population Viability Analysis, son procedimientos de evalua-
cion de los riesgos de una poblaciéon y/o especie de uso frecuente en biologia
de la conservacion (Beissinger y McCullogh 2002, Morris y Doak 2002). Tradi-
cionalmente se define como el proceso que determina la probabilidad de que
una poblacion se extinga dentro de un determinado niumero de anos. Mas
recientemente, los PVA han sido descritos como una integracion entre algu-
nas disciplinas de la ecologia con la estadistica, los cuales retinen caracteristi-
cas de las especies y la variabilidad del medio ambiente para evaluar la salud o
viabilidad de la poblacion y hacer un pronostico o prediccion del riesgo de
extincion. En este sentido, cada PVA es desarrollado de forma individual para
una poblacion o especie, y por lo tanto cada PVA es tinico. El objetivo principal
es asegurar que la poblacion de una especie sea auto-sostenible en el largo
plazo. Entonces, los PVA se utilizan para comparar opciones de manejo y eva-
luar los actuales esfuerzos de recuperacion. El presente capitulo es una intro-
duccién alos analisis de viabilidad poblacional tema central en el campo de la
biologia de la conservaciony en el manejo de la fauna silvestre.

1. Aunque en sentido estricto el acrénimo en espafiol deberia ser AVP, en este trabajo se mantendra PVA pues es
como regularmente la gente conoce este tipo de procedimientos.
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Vulnerabilidad a la extincion

La caceria incontrolada, el trafico ilegal, la destrucciéon del habitat, la intro-
duccion de especies exodticas, los parasitos y las enfermedades, son las causas
principales por las que muchas poblaciones y/o especies de fauna silvestre se
encuentran en peligro. La extincidén es un proceso natural pero nunca como
ahora un inmenso niimero de especies estan amenazadas por las actividades
humanas. En este sentido la ecologia de poblaciones también esta aportando
bases conceptuales ymetodologicas parala conservacion biologica.

De acuerdo a Primack et al. (1998), las especies categorizadas como “raras”
son mas vulnerables que las especies “comunes”. Lo paraddéjico es que la rare-
za es la condicion prevaleciente en la naturaleza. Es decir, solo algunas espe-
cies tienden a ser muy abundantes mientras que la mayoria presentan pobla-
ciones pequenas. La condicion de rareza es el resultado de factores naturales
y factores de origen antropico. Las siguientes caracteristicas pueden definir a
una especie como rara:

* Especies condistribuciones geograficas muy restringidas

* Especies con poblaciones naturalmente pequenas

* Especies enlas cuales el tamano de las poblaciones esta disminuyendo

* Especies conbaja densidad poblacional

* Especies de gran tamafo corporal que requieren areas extensas para
sobrevivir

* Especies que no tienen dispersion efectiva

* Especies migratorias estacionales

* Especies con escasavariabilidad genética

* Especies caracteristicas de ecosistemas antiguos

* Especies con distribuciones agregadas

* Especies connecesidades de nicho muy especializado

* Especies que evolucionaron en aislamiento

* Especies cazadas o cosechadas porla gente

* Especies que estan ampliando su area de distribuciéon y estan coloni-

* zando nuevos ambientes
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Es importante considerar que no hay una sola especie que tenga todas estas
caracteristicas de manera simultanea. Es decir, la rareza y vulnerabilidad
podria ser la consecuencia de unos pocos de estos factores combinados. Esto
implica que las necesidades de conservacion seran distintas entre especies, e
incluso entre poblaciones de una misma especie.

Diferentes organizaciones clasifican a las especies segtin su estado de conser-
vacion. Por ejemplo, la IUCN tiene diez categorias: extinta, extinta en la natu-
raleza, en peligro critico, en peligro, vulnerable, dependiente de la conserva-
cién, conriesgo de amenaza, de menor preocupacion, insuficientemente estu-
diada y no evaluada. Hay otras clasificaciones y en algunos paises se tienen
sus definiciones propias, por ejemplo en México la NOMO059 define a cada una
de las especies. Pero en general las especies enlistadas en los Libros Rojos de
la IUCN tienen amplia aceptacion. Sin embargo, para un gran nimero de espe-
cies y poblaciones incluso se carece de la informacion basica para saber su
estado de conservacion.

Consecuentemente, el analisis poblacional de este tipo de especies se centra
en las caracteristicas que hacen vulnerable a una especie debido a que son
mas proclives de que sus poblaciones disminuyan en nimero y lleguen a estar
en peligro de extincion local o total. Esto es lo que se conoce como el paradig-
ma de las poblaciones pequenas y en declinacién debido al efecto vortice o
vortex.

Paradigma de las poblaciones pequenas y en decremento

El paradigma de las poblaciones con abundancia baja y aquellas en decreci-
miento, indica que conforme la abundancia disminuye la probabilidad de
extincion (P,) aumenta debido a factores externos (caceria, trafico ilegal, frag-
mentacion de habitat e introduccion de especies exoéticas) y factores intrinse-
cos (estocasticidad demografica, efecto Allee y pérdida de variabilidad genéti-
ca) (Fig. 6.1). Lo anterior es conocido como efecto vortexy es central enla con-
servacion biologica a nivel de poblaciones y/o especies. Los analisis de viabili-
dad poblacional son procesos o herramientas que permiten estimar el tamafo
minimo viable de la poblacion (MVP) necesarios para disminuir el riesgo de
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extincion, y también para definir tasas de cosecha bajo simulando diferentes
escenarios posibles (Akcakaya 2002). La ecologia de metapoblaciones es otro
de los paradigmas nuevos el cual estima la persistencia a nivel regional en
funcion de las extincioneslocales y colonizacion de parches vacios. Esta teoria
esta siendo muy aplicada para especies fragmentadas por actividad humana.
Una de las relaciones mas consistentes que se ha documentado para muchas
especies animales por todos lados del mundo, es que conforme el tamafio de
parche es mayor y el aislamiento disminuye, hay mayor probabilidad de que
ese parche esté ocupado. Los modelos de funciones de incidencia (IFM) se
basan en modelar la ocupacion en funcion de la extincion local explicada prin-
cipalmente por el tamarfo de los parches, y la colonizacién explicada por la
conectividad de los parches.

Efecto vortice

Brevemente, el efecto vortex consiste en que una poblacion original disminuye
debido a factores extrinsecos como la caceria, trafico, destrucciéon de habitat,
e introducciéon de especies ex6ticas, entre los principales, los cuales disminu-
yen la poblacion original. Llegado cierto tamafio poblacional, los factores
intrinsecos como la estocasticidad demografica, estocasticidad ambiental,

Tamafio poblacional

Anos

Figura 6.1. La abundancia (N) de una poblaciéon cambia a través del tiempo. Puede crecer,
mantenerse o disminuir. En este Ultimo caso, si la abundancia baja a un punto critico surge el
peligro de erradicacion local lo cual requiere de alguna accion de manejo para recuperarla.

Los PVAssirven para este fin de conservacion.
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Factores extrinsecos Factores intrinsecos

0

—C)—¢

Poblacion Poblacion Poblacion
original declinando pequeia

Figura 6.2. El efecto vortice o vortex es un proceso donde se explica la disminucion progresiva
en la abundancia de un poblacién debido a factores extrinsecos e intrinsecos lo cual puede
llevaralapoblaciénaun punto de riesgo.

efecto Allee, pérdida de variabilidad genética, alteracion de estructuras socia-
les y ciclos hormonales, entre los principales, tienen un papel crucial que
puede acelerar la disminucion de la abundancia hasta llegar a un punto donde
lapoblacion se encuentra en alto riesgo o probabilidad de extincion (Fig. 6.2).

Metodologicamente, este efecto vortex se ha abordado a través de los analisis
de viabilidad poblacional que sirven, entre varios aspectos, para estimar la
probabilidad de extincion local (P,), el tamafio minimo viable de la poblacion
(MVP), la superficie minima critica para sostener MVP, el tamano efectivo
poblacional (N,), v el minimo niimero de poblaciones para persistir a nivel
metapoblacional. Es decir, los PVA son herramientas muy utiles para la con-
servacion y el manejo de la fauna silvestre.

En particular, la estimacion del tamafio poblacional minimo viable es un tema
muy debatido en el ambiente de la conservacion y, hasta el momento, no hay
un consenso respecto a cual es este niimero y como calcularlo. En biologia de la
conservacion existe 1o que se conoce como la regla 50/500 de Franklin la cual
se basa en tamafos efectivos de poblacion (N,) y no en N. Esta regla tiene su
base en estudios de genética y se ha demostrado que es muy util para muchas
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especies. Sin embargo, no hay un consenso absoluto y para algunas especies se
ha propuesto que el nimero de individuos necesario para que una poblacion
sea viable esta en el orden de los miles o cientos de miles. En otros casos se ha
considerado, de manera muy general, que el minimo debe ser de 500 a 5000
individuos. Pero esto varia dependiendo de la historia de vida de cada especie.

Conceptos y definiciones de los PVA

El analisis de viabilidad poblacional es un proceso de evaluacion de riesgo o
probabilidad de extincion (P,) usado cada vez con mayor frecuencia en la bio-
logia de la conservacion. Tres definiciones de PVA podrian ser:

e “un proceso de identificacion de las amenazas que enfrentan las especiesy
la evaluacion de la probabilidad de que se mantendra durante un tiempo
determinado en el futuro”,

e “un proceso en el cual se evalian datos y modelos de una poblacion para
anticipar la probabilidad de que esa poblacion persista en el futuro por
algun tiempo definido”,

e bien como “el proceso que determina la probabilidad de que una poblacion
se extinga dentro de un tiempo determinado, es decir la estimaciéon de P,”.

Es decir, los PVA son procedimientos (Fig. 6.3). De manera general, en los PVA
se construyen modelos matematicos que evaluan los factores que pueden
tener influencia sobre el declive de una determinada poblacion. Aparte de la
propia evaluaciéon de los factores que provocan el declive, un PVA proporcio-
na informacion sobre como el manejo puede revertir la tendencia negativa de
la poblacién actuando sobre los factores que la provocan. Los PVA estan
orientados tanto a la conservacion como al manejo de especies y/o poblacio-
nes raras, amenazadas y también otras que son susceptibles de aprovecha-
miento. Es importante destacar que cada PVA se desarrolla individualmente
parauna poblacién concretay, por lo tanto, cada PVA es tinico.

Dentro de este contexto, los PVA se pueden utilizar para hacer frente a tres
aspectos de la gestion de especies amenazadas: 1) Planificacion de la investi-

gacion y recopilacion de datos, 2) evaluacion de la vulnerabilidad, y 3) prede-
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cir la respuesta a la reintroduccion de especies, cria en cautividad, el control
de la quema prescrita, la hierba, la rehabilitacion del habitat, o disefios dife-
rentes paralas reservas naturales o las redes de corredor.

En general, los PVA involucran la simulacion o el analisis de una poblacion con
el fin de hacer una proyeccién hacia el futuro de la tendencia de la misma, o
bien estimar la probabilidad de extinciéon (P,) o de persistencia (1 - P,) esa
poblacién. Sin embargo, en simisma la definicién y criterios de lo que es viabi-
lidad, persistencia y extincion, son arbitrarios. Por ejemplo, en ocasiones via-
bilidad se refiere como “asegurar el 95% de probabilidad de que la poblacion
sobreviva por lo menos 100 afios”. Lo importante a comprender es que confor-
me el cambio en la abundancia es menor, la persistencia aumenta (Fig. 6.4).
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Figura 6.4. Cambio en la probabilidad de extinciéon (P,) o de persistencia (1 - P.) conforme el
porcentaje de decline de la poblaciéon cambia. En este ejemplo, cuando el porcentaje de decli-
nacién es menor (por ejemplo 40%) la probabilidad persistencia es de 0.50; pero si el decline
es mayor (60%) la persistencia disminuye a un 0.15. Un valor de persistencia de 1.0 implica
una probabilidad de extincionigual a cero.

Es relevante destacar que una de las funciones principales de los PVA no es en
si mismo obtener un solo valor de P, de la poblacion en cuestiéon, sino simular
la tendencia de la misma y los posibles diferentes valores de P,bajo diferentes
escenarios y comparar luego estos valores para evaluar el riesgo y posibles
medidas para mitigarlo. Estos escenarios se construyen introduciendo varia-
ciones sobre los diferentes parametros utilizados dependiendo los modelos
que se empleen. Por ejemplo, algunos PVA estan basados en modelos pobla-
cionales sencillos como el exponencial y logistico ya sean deterministicos o
estocasticos. Otros modelos incorporan informaciéon mas detallada como es
el caso delos llamados modelos espacialmente explicitos enlos cuales no solo
se introducen datos demograficos de la poblacién, sino ademas se incorporan
datos del paisaje, como el nimero, tamano, aislamiento de los parches, dis-
persion de los animales, entre otros. Estos ultimos modelos pueden resultar

mas complejos yrealistas.
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Procedimiento general de un PVA

Una herramienta util en estos esfuerzos es el analisis de viabilidad de las
poblaciones (PVA), en el cual la informacion sobre la biologia y ecologia de la
especie es utilizada para simular tendencias poblacionales en diferentes esce-
narios (Reed et al. 2002). Un enfoque de PVA puede ser utilizado principal-
mente de tres maneras. Primero, para estimar la poblaciéon minima viable,
frecuentemente definida como la poblacion mas pequena con 95% a 99% de
probabilidad de persistencia en un periodo dado (por ejemplo 100 afios). La
MPV puede ser estimada por analisis multiples variando las poblaciones ini-
ciales ola capacidad de carga.

Segundo, es posible realizar una prueba de sensibilidad para determinar cua-
les parametros tienen mayor influencia en la sobrevivencia de la poblacién a
largo plazo. En el caso de las especies de cuya biologia se tiene un conocimien-
to pobre, las pruebas de sensibilidad pueden ayudar a establecer prioridades
enlos esfuerzos de investigacion. Finalmente, el uso mas comun de un PVA es
la simulacién de escenarios diferentes de amenazas antropogénicas, protec-
cion y manejo. Estos ejercicios han probado ser utiles para estimar las priori-
dades de conservacion y manejo para poblaciones silvestres y cautivas de
varios taxa. Es importante notar que incluso en casos enlos que no es suficien-
te la informacion sobre la biologia de la especie y que, por lo tanto, tiene que
ser inferida o especulada con base en el conocimiento disponible, un PVA
puede proporcionar ideas utiles para la conservacion pues indica las tenden-
cias poblacionales en un rango plausible de escenarios e identifica los para-
metros importantes para acciones de manejo e investigacion adicional (Brook
etal. 2000, Burgman y Possingham 2000).

Finalmente, existen diferentes paquetes y programas para realizar PVAs con
diferentes enfoques. El mas conocido y gratuito es Vortex (http://www.
vortex9.org/vortex.html), ALEX (Possingham y Davies 1995), Metapop
(http://webs.uvigo.es/anpefi/metapop/), RAMAS (http://www.ramas.com/),
entrelos mas conocidos.
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capitulo siete

Conceptos y modelos para estimar la capacidad
(le carga del habitat para ungulados

Salvador Mandujano y Sonia Gallina

INTRODUCCION

El concepto de capacidad de carga o sustento (K) es frecuentemente empleado
en el manejo de la fauna silvestre. La definicion mas comun es: “el niimero
maximo de animales de una poblacién que pueden ser sostenidos en funcion
de los recursos disponibles y sin deterioro del habitat” (Caughley y Sinclair
1994). Sin embargo, este concepto puede tener una variedad de significados
que pueden resultar confusos, dependiendo de los objetivos y del enfoque
(Miller y Wentworth 2000). Desde una perspectiva del uso sustentable de la
fauna silvestre y domeéstica, es crucial tener una clara definicion de este
concepto pues esto guiara el enfoque y los objetivos de manejo. Por ejemplo,
desde un enfoque poblacional, la capacidad de carga se refiere “al punto de
equilibrio entre las tasas de nacimiento y de mortalidad”, es decir cuando el
crecimiento poblacional se estabiliza (Gotelli 1998). Sin embargo, en la
practica dificilmente se tendran estos datos demograficos tan precisos a lo
largo de muchos afios. En este sentido, de manera practica se ha asumido que
el nimero de animales que un habitat puede sustentar estara en funciéon de la
disponibilidad de recursos, principalmente la biomasa y calidad de las
plantas. Como consecuencia, ha sido tradicional en el manejo del ganado
domeéstico y de grandes herbivoros silvestres la estimacion de K con base en
los recursos que consumen (McCullough 1987). Por otro lado, K puede ser
definida como “la estimacién de la poblacién en la cual la tasa de cosecha
sustentable podria ser maxima” (Robinson y Bennett 1999, Mandujano 2007).

145



Manual de técnicas del estudio de la fauna / Sonia Gallina Tessaro

Desde otra perspectiva, K puede ser referida “al nimero de animales que
pueden aceptarse antes de que causen algiin conflicto con intereses humanos
como por ejemplo dafios ala agricultura y la ganaderia” (Fulbright y Ortega-S.
2007). Es decir, aunque ampliamente aceptado en la practica, el concepto de
capacidad de carga es muy variado y esto se refleja en los métodos empleados
para su estimacion. En consecuencia, el término capacidad de carga se puede
definir desde al menos tres perspectivas: de la ecologia de poblaciones, del
habitaty dela cosecha (Fig. 7.1).

En este trabajo se presenta una revision de algunos de los diferentes
conceptos y métodos para estimar la capacidad de carga con la finalidad de
poner en perspectiva las diferentes aproximaciones desde un enfoque de
habitat y su importancia en términos de manejo. Asimismo, la revision se
enfoca en los métodos empleados para grandes mamiferos herbivoros,
principalmente ungulados silvestres y domésticos, donde se han desarrollado
diferentes técnicas de analisis. Se espera que con este trabajo se estimule un
mayor numero de investigaciones para aplicar y desarrollar técnicas
especificas de estimacion de K para problemas y especies particulares.
Aunque en sentido estricto K (carrying capacity) deberia ser traducido al
espafiol como “capacidad de sustento”, en esta revision se mantendra el uso
de “capacidad de carga” debido a su amplia aceptacion.

Importancia de la estimacion de K

La capacidad de carga no es un parametro sencillo de definir y, como se
mostrara en las siguientes secciones, su estimacion requiere de informacion
demografica, de biomasa, de la calidad de las plantas, asi como de otros datos
los cuales no siempre estan disponibles parala especie de interés, para el sitio
de estudio o de la poblacion en particular. Ademas, no es un parametro
estatico sino que es dinamico, al estar directamente relacionado con las
condiciones ambientales del sitio. Sin embargo, K es un parametro muy util en
el manejo de la fauna silvestre, en particular nos sirve para contestar al menos
las siguientes preguntas:
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Poblacional
. Habitat
Capacidad de carga
(K)
Econémica

f

<

\
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fecundidad y
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crecimiento

Biomasa de
plantas

Calidad de
plantas
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ala
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Figura 7.1. Clasificacion de las tres diferentes aproximaciones y métodos para estimar la

capacidad de carga (K), aunque en este capitulo se trata en extenso lo relacionado con la

capacidad de carga del habitat.
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Quétan alta o baja es la densidad poblacional estimada en un sitio?
Habitualmente la respuesta a esta pregunta se busca comparando la
estimacion obtenida en el sitio de estudio contra la reportada en otros
lugares, preferentemente en el mismo tipo de habitat, y a partir de esta
comparacion se concluye que la densidad en el sitio de estudio es alta o baja.
Por ejemplo, si en el sitio de estudio la densidad estimada es de 2 ind/km’y se
compara esta con la reportada en otro sitio con 10 ind/km’, se concluye que
en el primero la densidad es baja y se trata de discutir las posibles causas de
esto. Como una primera aproximacion estas comparaciones resultan utiles
sobre todo cuando se hace entre tipos de habitats similares y con
metodologias similares. Sin embargo, y como se mostrara en la secciones
siguientes, una respuesta mas correcta a esta preguntar es saber si la
densidad es adecuada respecto al potencial de sustento del sitio, es decir a las
caracteristicas ambientales del mismo. Esto es, si en nuestro sitio tenemos 2
ind/km’ la pregunta es si este nimero esta cercano, arriba o debajo de la
capacidad de carga del lugar. Por ejemplo, si supiéramos (empleando alguno
de los métodos que se describen en este capitulo) que la K del sitio es 2.5
ind/km’ entonces nuestra vision inicial cambia y tendriamos que concluir que
la densidad es alta en ese sitio no obstante que comparado con otros, sea mas
baja.

/Qué tan cercana estd la densidad de la capacidad de carga del sitio?

En términos ecolégicos y de manejo, hacerse esta pregunta es mas adecuado
pues se esta evaluando la densidad en funcién al potencial del sitio. Por
ejemplo, si la estimacion de la densidad es de 2 ind/km® y la capacidad de
carga del sitio es de 1.2 ind/km’, estamos ante una situacion aparentemente
paradojica. Es decir, la densidad en si podria ser baja en términos absolutos,
pero al compararla contra la K del sitio resulta que la densidad esta muy por
encima de la capacidad de carga. Es decir, hay una sobrepoblaciéon en relacion
con el habitat. Un ejemplo distinto es si en ese mismo sitio la K fuera de 14.3
ind/km’ en este caso la densidad estimada estaria muy por debajo de la
capacidad de carga del sitio.

CAPITOLO SIETE




Conceptos y modelos parg estimar la capacidad de carga del hbitat para ungulados

/Cuantos individuos se pueden cosechar sin afectar a la poblacion?

Quiza esta es la principal pregunta que se hace un manejador de fauna
silvestre. Es una pregunta con interés economico pues se busca un beneficio
del manejo de la poblacion en cuestion, pero también es una pregunta de
conservacion pues se esta buscando que ese aprovechamiento sea
compatible con la viabilidad de la poblacion a largo plazo. No es una
respuesta sencilla y existen muchas aproximaciones las cuales estan mas alla
del objetivo del presente capitulo. Lo que aqui interesa puntualizar y resaltar
es que la respuesta a esta pregunta requiere de tener una estimacion
confiable de Ky de otros parametros demograficos (estructura de edades,
proporciéon de sexos, tasa de crecimiento, entre otros) para el sitio de manejo.
En la seccion de modelos de capacidad de carga econOmica se revisaran
algunos que consideran K para estimar la cosecha maxima sostenible (MSY
por sus siglas en inglés Maximum Yield Sustainable o también Optimal Yield
Sustainable).

;Se puede aumentar la capacidad de carga de un sitio?

Esta también es una pregunta frecuente en el ambito del manejo de la fauna
silvestre. Habitualmente esta pregunta surge cuando la densidad estimada
resultabaja. Antes de llevar a cabo cualquier accién de manejo, por ejemplo el
mejoramiento del habitat, ya sea incrementando la disponibilidad de
alimento y/o agua, y en muchos otros casos desafortunadamente, el control
de depredadores, se debe primero evaluar la calidad del habitat y otras
condiciones ambientales para detectar cuales son los factores del habitat,
antropicos o de otro tipo, que estan determinando una baja densidad y/o bajo
potencial de sustento del sitio. Para este caso los procedimientos de
evaluacion de habitat (HEP por sus siglas en inglés Habitat Evaluation
Procedures) proveen un acercamiento adecuado ya que consideran distintas
variables que pueden estar afectando la poblaciéon de interés.

Capacidad de carga desde una perspectiva del habitat

La definicion y estimaciéon de la capacidad de carga desde un enfoque del
habitat, ha sido la mas empleada en el manejo de fauna, principalmente para
ungulados silvestres y domésticos. Desde una perspectiva de uso y
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disponibilidad de habitat, la capacidad de carga puede ser definida como “el
numero de animales saludables que pueden ser mantenidos en el habitat, en
una unidad dada de superficie”. Un area determinada puede soportar
solamente un numero determinado de animales y el término capacidad de
carga ha sido utilizado para representar esta limitaciéon impuesta por el
medio. Se refiere “al maximo nimero de individuos de una poblacion que
puede ser sostenido a largo plazo sin que exista un deterioro del habitat”.
Ademas, en el caso de ungulados se ha asumido que K depende de la cantidad
de forraje o alimento disponible y del valor nutricional de las plantas. En el
ambito de la ganaderia frecuentemente el concepto de K es referido como el
indice o coeficiente de agostadero donde se estima el nimero de hectareas
necesarias para sostener una unidad animal (ha/ua), es decir una vaca con su
cria durante un ano (y de venado). En las siguientes secciones se describen
diferentes modelos para estimar la capacidad de carga.

Modelo basado en la biomasa de plantas

Los modelos de capacidad de carga basados en estimaciones de la cantidad de
biomasa de plantas y alimento disponible para herbivoros, han sido
ampliamente difundidos a partir de los trabajos de Gallina (1993). Para ello se
utiliza la técnica de doble muestreo desarrollada por Pechanec y Pickford
(1937, adaptada por Gallina 1993) para los bosques templados, y consiste en
hacer estimaciones del peso de cada especie de planta (utilizando
dinamémetros marca PESOLA de distintas capacidades en gramos) que
aparece en el area de muestreo, en circulos de 1 m’ y a una altura de 1.80 m,
que corresponde a la altura maxima alcanzada por el venado para forrajear.
Para ello, en transectos con 10 areas circulares espaciadas 40 m, se hacen las
estimaciones de biomasa disponible y tinicamente en dos de los 10 circulos se
cortala vegetacion herbaceay arbustiva, para luego secar las muestras (3 dias
a 100 °C) y determinar el peso seco. Posteriormente se obtiene un factor de
correccion que es la relacion entre el peso fresco estimado y el obtenido de
peso seco para ajustar los valores estimados para cada especie de planta. Esta
estimacion debera hacerse primeramente en la época de lluvias que es cuando
ocurre la mayor biomasa disponible y aparecen la mayoria de las herbaceas, y
también en la época mas seca para conocer el cambio en la disponibilidad. De
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acuerdo a Gallina (1993), la férmula para estimar K (ind/ha) tanto del venado

K-(GF)

donde: f=factor de utilizacion igual 0.60 (que significa que debera dejarse en

como del ganado es:

pie el 40% de la vegetacion ) de acuerdo a Avery (1975, citado en Gallina 1993),
p = biomasa disponible como alimento (kg/ha en peso seco) , ¢ = consumo
total por el venado igual a 63.56 kg/ind/mes, y t = tiempo de pastoreo para el
venadoigual a 12 meses.

Modelos basados en la disponibilidad de nutrientes y energia metabolizable
Recientemente Plata et al. (2011a, b) realizaron una revision y aplicacion de
diferentes aproximaciones para estimar la capacidad de carga, basicamente a
partir de datos de nutrientes y energia metabolizable contenida en las
plantas, a partir de trabajos previamente publicados.

Para estimar K considerando la biomasa total de las plantas se puede emplear
la siguiente formula:

K=0.35x (—Zf-leX b )

RD

donde: K = capacidad de carga del area de estudio (venados/ha), B,= biomasa
del estrato vegetal-i (gramineas, herbaceas, arbustivas y arboreas; kg/ha), F,=
contenido de los componentes nutritivos del estrato vegetal-j (materia seca
materia seca kg, nitrogeno N kg/kg o energia digestible Mcal/kg), R =
requerimiento de los componentes nutritivos de un venado de 60 kg (kg o
kcal), D = tiempo de utilizaciéon (dias), y 0.35 = eficiencia de utilizacion del
forraje.

Otro modelo que describen Plata etal. (2011a, b) es:

2 (AF,x NC)
{(DI'x t) x NR}
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donde K; =densidad estimada de venados adultos (ind/ha) que un area puede
mantener durante una temporada S, n=numero de las principales especies de
forraje (>1% de la dieta), AF, =forraje disponible estimado de las especies-ien
kg de materia seca, NC,= contenido de nutrientes estimado de la especie-i(en
kg/kg materia seca por nitrogeno), DI= consumo de forraje estimado para un
venado adulto (kg de materia seca/dia), t = numero de dias durante la
temporada S,y NR =requerimiento estimado de nutrientes (N) para un venado
adulto (en kg/kg de materia seca) durante S. De acuerdo a Fulbright y Ortega-S
(2007), AF,se define como 50% del forraje disponible presente, bajo la premisa
de que mas de 50% de uso puede resultar en deterioro del habitat.

Modelo basado en la presion de pastoreo

Para estimar la capacidad de carga con el método basado en la presion de
pastoreo, se estima la disponibilidad (D) de MS (materia seca) total o de cada
estrato vegetal por hectarea de acuerdo ala siguiente ecuacion:

T'x PP
60

donde: K = capacidad de carga (venado/ha), D = disponibilidad de MS total o
por estrato vegetal (kg/ha), 0.35 = eficiencia de utilizacion del forraje, A = area

(DXO.35 X AX 100)
K, =

(ha), T=tiempo (dias), PP=presion de pastoreo (% de PV o sea peso vivo),y 60 =
pesovivo del venado (kg). La presion de pastoreo es igual al factor de consumo
proporcional al peso vivo (PV) propuesto por Stuth y Sheffield (2001) de 3.5%
del PV, el tiempo (T) cambio6 de acuerdo a la época del afio. Para determinar el
numero de animales por hectarea que se pueden sostener con los diversos
estratos vegetales se divide el nimero de kg de animal entre 60.

Modelos basados en el metabolismo ecologico

Este método se basa en una estimacion del requerimiento energético del
venado en vida libre, por una serie de ecuaciones que conforman el
metabolismo ecoldgico (ME, kcal/dia). A diferencia de los métodos anteriores,
el modelo de metabolismo ecologico es un método dinamico que cambia el
requerimiento energético de acuerdo a la época del afio junto con los cambios
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de actividad del venado. Para estimar la capacidad de carga en este modelo se
divide la energia metabolizable disponible de la biomasa total o de los
diversos estratos vegetales entre la sumatoria del requerimiento energético
del animal de los meses que corresponden a cada periodo, utilizando la
siguiente formula:

2, Emfx Ax0.35
Z1 =m ME‘/:i

K =

donde: K = capacidad de carga (venados de 60 kg/ha), Emf = energia
metabolizable del forraje de la especie vegetal 1 hasta n (kcal /ha), A = area
total del predio (ha), n = estrato, m = dia juliano, MEVd = metabolismo
ecologico diario de un venado de 60 kg (kcal/dia), y 0.35 = eficiencia de
utilizaciéon del forraje.

En un segundo modelo en esta categoria para estimar la capacidad de carga, se
divide la energia metabolizable utilizable a partir de las arboreas, arbustivas,
herbaceas y gramineas (considerando sus restricciones) entre el
requerimiento energético de un animal de un peso y sexo dados durante un
periodo-j. Elmodelo es:
K= ( EM, + EM, )
MEV,

donde: K = capacidad de carga (venados/ha), EMu = energia metabolizable util
(kcal/kg), EMg = energia metabolizable de gramineas (kcal/kg), MEVp =
metabolismo en vida libre de un venado durante el periodo-p. Para mayor
detalle de este modelo se remite alos trabajos de Plata etal. (2011a, b).

Modelo de manejo combinado de venado y ganado

El modelo “nortefio” en los llamados ranchos ganaderos diversificados a la
produccion, manejo y conservacion de la fauna silvestre, es comuin el manejo
de ungulados silvestres (principalmente venado cola blanca) y el ganado
doméstico. En estos sitios se pretende no solo calcular la capacidad de carga
del habitat para sostener venados sino ademas que sea compatible con el
aprovechamiento del ganado sin deterioro del habitat (Ezcurra y Gallina 1980,
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Gallina 1993, Villarreal 1999). Aunque esta aproximacion se ha desarrollado
principalmente en las regiones semi-aridas del norte de México y sur de
Estados Unidos (Fulbright y Ortega-S. 2007), y se esta extendiendo hacia
regiones tropicales del centro del pais (Villarreal-Espino Barros 2006). En el
caso del manejo de bovinos para producciéon de carne, es comun que se utilice
un indice equivalente a la capacidad de carga denominado “coeficiente de
agostadero” el cual se define como “la cantidad de hectareas de terreno
promedio que se requieren en condiciones normales, en cuanto a que se
presentan las lluvias normales de la region, para mantener o sostener una
unidad animal (una vaca de 400 kg con un becerro o ternero de 160 kg que
consumen 12 kg de materia seca al dia 0 4380 kg MS al afo), es decir, una vaca
con su cria durante todo un ano” y se expresa como hectareas/unidad animal
(Villarreal 1999, Villarreal Espino-Barros 2006).

La determinacion de la capacidad de carga se puede hacer de dos maneras: 1)
considerando el uso exclusivo de un herbivoro (en este caso el venado cola
blanca) o 2) tomando en cuenta el uso compartido del habitat donde el venado
y el ganado vacuno comparten la biomasa existente de herbaceas, aunque el
venado utiliza preferentemente arbustos y arboles, mientras que el ganado
vacuno utiliza mayormente los pastos (Gallina 1993). Un modelo donde se
toma el uso compartido entre el venado y el ganado, es:

1 fv x av
Kvenado = 1— ( Chg < chv ) X ( v X tv ) X (pV_Chg)
pg pv
y
K . (L8399 s (g
ganado — 1— ( Chg X Chv ) cg x tg pg
pg pv

donde: fv = factor de utilizacién del venado igual 0.60 de acuerdo a Avery
(1975, citado en Gallina 1993), fg = factor de utilizacion del ganado igual a
0.60 de acuerdo a Stoddart et al. 1975 (citado en Gallina 1993), pv = biomasa
disponible como alimento para el venado, pg = biomasa disponible como
alimento para el ganado, ¢v = consumo total del venado igual a 63.56
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kg/ind/mes, cg = consumo total de ganado igual a 340.5 kg/ind/mes, tv =
tiempo de pastoreo para el venado igual a 12 meses, tg = tiempo de pastoreo
para el ganado igual a 6 meses, chv=cantidad de biomasa de herbaceas para el
venado, chg = cantidad de biomasa de herbaceas para el ganado, av = area
parael venado,y ag= areapara el ganado.

Cuando no se tiene el tiempo necesario para llevar a cabo una estimacion de
biomasa disponible, sobre todo considerando las zonas aridas y semiaridas,
se puede recurrir a estimar el volumen de las plantas (las arbustivas
basicamente) mediante la medida de los dos diametros de la plantay la altura
de lamisma (y el volumen se determinara segiin la forma de la planta como un
cono o como un cilindro). Esto se puede realizar en transectos preestablecidos
y cada 20 0 100 m hacer las mediciones siguiendo el método de cuadrantes
centrados en puntos y midiendo los arbustos mas cercanos de cada
cuadrante. Esto nos permite tener una idea de la disponibilidad. También se
puede pesar una parte de la planta y extrapolar a toda la planta estimando el
peso y relacionandolo a través de una regresion, al volumen de la misma. De
esta forma se pueden hacer unas 10 mediciones por especie para tener un
acercamiento alabiomasa disponible.

Modelo basado en Mott (1960)

De acuerdo a Fulbright y Ortega-S (2007), otra manera de conceptualizar la
capacidad de carga y que tiene implicaciones interesantes para el manejo del
venado, es la basada en la curva de Mott (1960, citado en Fulbright y Ortega-S
2007) desarrollada originalmente para el ganado (Fig. 7.2). De acuerdo a este
modelo, bajas densidades de venado maximizan la produccion por animal en
términos de peso corporal, tamafio de astas, produccion de cervatos, entre los
principales. Esto se debe a que a bajas densidades no existe competencia por
alimento y los animales pueden maximizar la seleccion de plantas y partes de
las mismas de mayor valor nutricional. Por el contrario, le presion de pastoreo
se incrementa conforme la densidad de animales aumenta lo cual resulta en
un incremento progresivo de la competencia por los recursos forrajeros. En
consecuencia, la produccion por animal es baja a altas densidades, lo cual
resulta en una sobre utilizacion de la vegetacion (Fig. 7.2).
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Por otro lado, la produccion/unidad de area expresada como total de kg de
venado por unidad de area, es baja cuando la densidad de poblacién es baja.
Mientras que la produccién por unidad de area aumenta conforme se
incrementala densidad animal hasta cierto punto donde el forraje comienza a
sobreutilizarse. A partir de ese punto la produccion/unidad de area declina
rapidamente. En consecuencia, de acuerdo a lo anterior la capacidad de carga
se ubica en el punto 6ptimo.

Tendencia temporal de K

El numero de animales que el habitat puede mantener cambia continuamente
en tiempo y espacio. En consecuencia, las fluctuaciones en la capacidad de
carga resultan por la variacion estacional en la distribucion y cantidad de la
precipitacion, asi como los cambios en las poblaciones de otros herbivoros

Produccion animal

/

Produccion / unidad de area

(tamafio corporal, tamafio de astas, reproduccion)

Produccidon

Subpastoreo Optimo Sobrepastoreo

Densidad de venados / unidad de area >

Figura 7.2. Relacion hipotética entre la densidad de venados, comportamiento productivo
individual incluyendo desarrollo de astas, peso corporal, y producciéon/unidad de area
(Basado en Fulbright y Ortega-S. 2007).
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silvestres y domésticos que pueden competir con el venado cola blanca por
forraje y espacio. La capacidad de carga podria alcanzar el nivel de cero
durante una sequia severa y podria ser mucho mas alta durante un afio
lluvioso. Los venados sobreviven los veranos calidos a través de adaptaciones
fisiologicas y de comportamiento tales como el almacenamiento de energia en
forma de grasa durante periodos de abundancia de forraje, la restriccion de la
actividad y permaneciendo echados en areas protegidas que les permiten
soportarlos periodos de limitacion extrema de alimento.

De acuerdo a Fulbright y Ortega-S (2007), una regla sencilla utilizada para
sobrellevar las altas y bajas en la disponibilidad de forraje es manejar carga
animal de ganado bovino ligeramente por debajo del promedio de la
capacidad de carga del agostadero. La decision de manejar una estrategia
conservadora en las densidades de venado y la carga animal de ganado
doméstico evita la sobreutilizacion durante los afios secos. La utilizacion
moderada y ligera durante los aflos promedio y arriba de la media resulta en
una reserva de forraje no utilizado, el cual puede utilizarse durante los afios
secos. Un problema potencial con esta estrategia es que los ciclos humedos y
secos no siempre son eventos de corto plazo, por el contrario podrian durar
una década o mas. Una estimacion de la capacidad de carga con base en los
promedios de largo plazo podria estar por debajo de lo que el habitat puede
mantener durante las series de aflos humedos y viceversa. Particularmente, en
el caso de ambientes muy variables como el norte de México las metas en
términos de densidad de poblacion de venados deberian tener la flexibilidad
paraajustarse alas tendencias climaticas.

Modelo de la relacion entre calidad y cantidad de habitat

En las secciones anteriores se presentaron diferentes modelos y féormulas
para estimar la capacidad de carga basicamente estimando variables
asociadas a la cantidad y calidad del forraje disponible, y a las necesidades
nutricionales de los animales. Sin embargo, desde el punto de vista del habitat
existen otras aproximaciones interesantes a comentar brevemente en este
apartado. Dos factores asociados al habitat son la cantidad y calidad del
mismo. De acuerdo a Patton (1997), la calidad del habitat (H, esta
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determinada o es una funcion del alimento, cobertura y agua. Para un
herbivoro como el venado cola blanca, tanto el alimento como la cobertura
estara intimamente relacionado con el tipo de vegetacion (por ejemplo,
bosque templado de pino-encino, selva baja caducifolia, u otro), y por el
estado sucesional de lamisma, es decir si se trata de un bosque primario poco
perturbado o de vegetacion secundaria, sitios con diferentes tipos de
vegetacion incluidos aquellos creados por el hombre como cultivos, zonas
ganaderas, entre los principales. Esto determina en gran medida la
composiciéon y diversidad floristica, y la estructura de la vegetacién. A mayor
cantidad y calidad del alimento, mayor cobertura de proteccion contra el
clima y depredadores, y disponibilidad de fuentes de agua ya sean arroyos,
aguajes, arboles frutales u otro, entonces el sitio tendra mayor potencial para
sostener un mayor numero de venados. Un modelo que combina ambos

Figura 7.3. Modelo de cambio en la capacidad de carga (K) en funcidn de la cantidad o superficie
de habitat y de la calidad del habitat medida a través de algun indice. Se espera una mayor
capacidad de carga conforme la cantidad y |la calidad del habitat aumentan. Sin embargo, ndtese
gue una superficie de habitat grande pero de baja calidad tendra como resultado una K baja; lo
mismo se espera si la calidad del habitat es alta pero la superficie pequefia. Las cifras mostradas

en ambos ejes solo tienen una funcion ilustrativa y no deben tomarse como una regla.
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aspectos, calidad y cantidad, se presenta de manera grafica en la Fig. 7.3. Una
mayor K se espera cuando ambas variables tiene valores altos, sin embargo,
una K baja puede suceder o bien cuando la superficie del habitat es grande
pero de baja calidad de habitat; o cuando la calidad es alta pero la superficie es
muy pequena.

Es importante resaltar que si bien se ha considerado una alta abundancia
como un indice de la salud de la poblaciéon, en algunos casos una
sobrepoblacion puede ir en detrimento de los animales. En todo caso, junto
con el dato de abundancia (o densidad) deben considerase simultaneamente
otros indices de salud de la poblacién como por ejemplo una alta fecundidad,
baja mortalidad, mayor sobrevivencia de crias, mayor peso corporal, tamafo
de astas grandes, carga parasitaria baja, entre algunos. Estas consideraciones
ponen de manifiesto un aspecto importante en el manejo: no solo se debe
monitorear la abundancia de una poblacion y cambios enlamisma a través del
tiempo o en distintos tipos de habitats, sino ademas monitorear otros
aspectos demograficos y de salud relevantes para mantener una poblacién
con sumayor potencial de crecimiento posible.

Sobrecarga del habitat

Un aspecto importante a considerar en el manejo de la fauna silvestre,

principalmente con ungulados silvestres como el venado cola blanca, es el

problema de la sobrecarga del habitat. Es decir, cuando existen mas animales

que la capacidad de carga del sitio. De acuerdo a las observaciones reportadas

por varios autores en Villarreal (1999), los principales problemas en las

poblaciones de venados y su habitat asociados son la sobrecarga del habitat

son:

1) Las plantas mas palatables son fuertemente consumidas y tienden o
pueden desaparecer

2) El consumo de plantas o partes menos palatables de las mismas se
incrementa considerablemente

3) Es comun que se observen lineas de ramoneo o sea lineas de consumo
total de las partes de las plantas que consume el venado a una altura
donde alcanza (1.50 - 1.80 m)
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4) La tasa de nacimientos disminuye considerablemente y es comuin que se
presenten nacimientos sencillos en lugar de cuates (dobles que es lo
comun en hembras adultas en habitats adecuados)

5) Elindice de mortalidad por inanicién o falta de alimentos se incrementa
considerablemente en cervatos

6) Los venados adultos tienen un tamano y peso menor al promedio que se
obtiene en la region

7) El tamafio, grosor, y cantidad de puntas de las astas tiende a ser menor
y existe la posibilidad de que se presente un alto porcentaje de
aleznillos (machos con solo una punta por lado)

8) Los venados tienden a presentar condiciones fisicas pobres y
generalmente son susceptibles a enfermedades, parasitos y
depredadores

9) Es comun que la tasa sexual de nacimientos en lugar de ser 1:1
(machos:hembras) tienda a favorecer a los machos
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Técnicas para el estudio de los murciélagos

Areli Rizo-Aguilar, Luis Gerardo Avila-Torresagaton, Liliana Fuentes Vargas,
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INTRODUCCION

El orden Chiroptera es uno de los 6rdenes de mamiferos mas exitosos
(Altringham 1996), y comprenden unaincreible variedad de formas y estilos
de vida y se encuentran entre los mamiferos mas diversificados y con una
granradiacion adaptativa. Son el segundo orden con mayor nimero de espe-
cies a nivel mundial después de los roedores, con aproximadamente 1,116
especies descritas. Esta riqueza de especies se agrupa en 19 familiasy 177
géneros (Simons 2005). A nivel de comunidades locales, los quirépteros son
el orden de mamiferos mas diverso en casi todos los biomas del planeta (Hut-
son et al. 2001). La Republica Mexicana posee una de las quiropterofaunas
mas ricas del planeta, con una lista de casi 138 especies, todas pertenecien-
tes al suborden de los microquiropteros (Ceballos y Arroyo-Cabrales 2012).
Esta gran diversidad taxonOdmica esta acompanada de una amplia variedad
en los habitos ecologicos, en los tipos de recursos y habitats empleados.
Consumen una enorme variedad de recursos, como son insectos y otros
artropodos, pequenios vertebrados, sangre, frutos, hojas, flores, néctar y
polen (Hutson et al. 2001, Schnitzler y Kalko 2001). Los murciélagos frugi-
voros y polinivoros generalmente desempenan funciones clave, como dis-
persores de semillas e intermediarios en la polinizacion de plantas impor-
tantes en el funcionamiento del ecosistema (Fleming y Sosa 1994, Galindo-
Gonzalez 1998). Las especies insectivoras y carnivoras pueden consumir
grandes cantidades de artropodos y pequenios vertebrados, sobre cuyas
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poblaciones pueden tener efectos importantes (Lee y McCracken 2002, Wil-
son 2002).

En este capitulo se pretende mostrar un panorama general de las opciones
disponibles para el estudio de los murciélagos, asi como las consideraciones
pertinentes antes de elegir el método para estudiar a la quiropterofauna, las
cuales deben ser en funcion de los objetivos planteados en el proyecto de tra-
bajo, ya sea de estimacion poblacional, inventario, uso de habitat, comporta-
miento, entre otros.

Redes de niebla

El uso de las redes de niebla o, también conocidas como redes japonesas, es
considerado uno de los métodos mas tradicionales y antiguos enla captura de
aves y murciélagos. En el caso de los murciélagos su uso es mas efectivo en el
estudio de las poblaciones de murciélagos nectarivoros, frugivoros, hemato-
fagos e insectivoros de sustrato, no asi con los insectivoros aéreos que tienen
un sistema de ecolocaciéon mas desarrollado que les permite detectar y evadir
lasredes enlamayoria de las ocasiones. Aun asi, es un método directo que nos
permite obtener informaciéon valiosa de muchas especies de murciélagos.

Tradicionalmente eran confeccionadas con hilos de algodén y seda, pero al
ser un material poco duradero se optoé por tejerlas con hilo de nylon. Se
encuentran dos tipos de redes de niebla en el mercado: las de nylon trenzado
o poliéster Dacrony las de nylon monofilamento. Estas tlltimas son preferidas
para captura de murciélagos insectivoros aéreos por tener finas fibras mas
finas, en comparacion de las hechas con nylon trenzado, sin embargo, en este
tipo de redes las afectaciones son frecuentes ya que los murciélagos son difi-
ciles de remover y en muchos casos los hilos se rompen (Rodales y Juri 2006).

Una vez que se ha optado por este método directo, deben seleccionarse el tipo
y tamanos de la red de niebla en funciéon de las caracteristicas del sitio de estu-
dio, la longitud de la malla o tamafio del rombo de la red. Existe una gran varie-
dad de opciones en el tamafno de la malla y la longitud. Se pueden conseguir

redes que van desde los 3 a los 30 metros con una altura de aproximadamente
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tensor

soporte

Figura 8.1. Partes de una red de niebla.

2 metros; la malla es de forma romboidal y la abertura de la malla es variable;
cuentan con 3 o 5 paneles que se traslapan formando bolsas (Fig. 8.1), de tal
forma que el murciélago choca y cae dentro de dichas bolsas, enredandose e
incapacitandose para continuar el vuelo de forma momentanea (Wilson et al.
1996). La colocacion de las redes se adecuara al area de estudio, si es un sitio
amplio se elegira unared de gran tamafo o en caso contrario una red pequeia.
Se recomienda colocarlas en linea recta y utilizar la cantidad de redes necesa-
rias segun sea el objetivo del trabajo arealizar (Fig. 8.2) (Ralph et al. 1996).

La forma correcta de desplegar unared es, en principio, pasar todas las anillas
delos tensores sobre uno de los soportes, este debe asegurarse con cuerdas al
piso o con cualquier objeto que impida su caida. Posteriormente se despliega
la red hacia el otro extremo y se hace lo mismo con las anillas en el siguiente
poste, asegurandolo como el anterior. Finalmente se separan las anillas de
ambos postes para que esta quede extendida (Rodales y Juri 2006). Se debe
evitar dejar la red tensa ya que esto impide una captura adecuada. Los anima-
les colectados sonretirados con precaucion para evitar herirlos o danar la red.

Esta herramienta de colecta es facil de transportar y de peso ligero, ademas
que es accesible econémicamente en comparacion con otros métodos de estu-
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Figura 8.2. Colocacion de redes de niebla en pasos de vuelo y en cuerpos de agua. (Fotos
Alberto Gonzalez Romero).

dio de murciélagos, pero se considera un método invasivo debido a que hay
manipulacion directa del organismo y que, en muchas ocasiones y sin un
manejo adecuado, puede resultar en la muerte del espécimen colectado, o las
hembras preiiadas pueden presentar aborto espontaneo en consecuencia del
estrés que les produce la capturay el forcejeo enlared.

Una vez que se ha elegido esta técnica de estudio, es necesario contar con el
equipo minimo indispensable: guantes de carnaza, bolsa de manta para man-
tener seguro al murciélago capturado y lampara de cabeza (Fig. 8.3).
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Detectores ultrasonicos

Los murciélagos utilizan un sistema activo de orientacién, denominado ecolo-
cacion (Griffin 1958), el cual les permite detectar con facilidad objetos en la
oscuridad, emitiendo una serie de pulsos de alta frecuencia que se emiten a
través de la boca o las narinas. Este sistema es muy preciso, y laimagen que se
forma permite a los murciélagos detectar la presencia, forma, distancia y
movimiento de los objetos con los que los sonidos chocaron (Jones y Rydell
2003). Salvo pocas excepciones, la mayoria de los sonidos de ecolocaciéon pro-
ducidos por los murciélagos son inaudibles para el ser humano. Pocos oidos
humanos son capaces de oir sonidos que sobrepasen los 20 kHz, y la mayoria
quedan lejos de ese valor, mientras que hay murciélagos que emiten a fre-
cuencias mucho mas elevadas que incluso pueden superar los 200 kHz. Sin
embargo, se han desarrollado aparatos que permiten la detecciéon y grabacion
de estas sefiales, permitiendo detectar la presencia de los murciélagos en el
ambiente.

Figura 8.3. Equipo necesario para hacer uso de redes de niebla. (Foto Sergio Albino Miranda).
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Ya desde hace varias décadas se han utilizado detectores de ultrasonido, los
cuales nos permiten detectar la presencia e identificar los murciélagos a nivel
de especies o sonotipos, sin necesidad de capturarlos (O'Farrell y Gannon
1999). Esta metodologia proporciona una forma no invasiva de estudio de los
murciélagos (O "Farrell et al. 2000). La implementacion y el avance de estas
técnicas de deteccion ultrasonica y el analisis de los sonidos ha permitido el
desarrollo de investigaciones sobre la distribucion de las especies y la diversi-
dad de las comunidades, los patrones de actividad y uso de habitat, y la
influencia de las variables ambientales sobre ellos, asi como las estrategias de
forrajeo de los murciélagos insectivoros y la relacion de los sonidos de ecolo-
cacion, con diferentes grados de complejidad estructural en la vegetacion
(Kalcounis-Ruppell et al. 2003).

Las caracteristicas de los sonidos que emiten los murciélagos difieren entre
especies y se ven influenciadas, entre otros factores, por las condiciones
ambientales en que viven y desarrollan sus actividades. Sus caracteristicas
pueden variar incluso entre individuos de una misma especie (Neuweiler
2000). Dado que los sonidos de ecolocacion han evolucionado como elementos
portadores de informacion sobre las caracteristicas del ambiente en el que se
mueve el murciélago, también podemos esperar que las caracteristicas de las
sefales sean similares entre especies que estan filogenéticamente emparenta-
das, que forrajean de forma parecida y que tienen tamano corporal similar
(Barclay 1999, Corben 2004). La identificacion de especies a partir del analisis
de los sonidos de ecolocacion es posible cuando sus llamadas de ecolocacion
muestran caracteristicas distintivas, esto aporta informacion importante para
el conocimiento de la biologia y ecologia de la especie (O'Farrell et al. 2000).

En la actualidad existen varias técnicas para transformar los sonidos de la
ecolocacion en frecuencias audibles para el ser humano o digitalizarlos a alta
frecuencia, permitiendo la grabacién y posterior analisis de la sefial. Todas las
técnicas tienen limitantes y el entendimiento de como es que funcionan es
esencial para una interpretacion correcta. Los detectores utilizan comtinmen-
te tres técnicas para la transformacion de las frecuencias ultrasonicas, las

cuales son el heterodinaje, la division de frecuencias y la expansiéon de tiempo.
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Estas técnicas nos permiten escuchar los ultrasonidos emitidos por los mur-
ciélagos, y almacenarlos con un sistema de grabacion adaptado al rango de
frecuencias audibles. Cada una de estas técnicas tiene sus ventajas, sin
embargo la de expansion de tiempo es la que mejor conserva las caracteristi-
cas de los sonidos de ecolocacion, por lo tanto, es el que se emplea para anali-
zar e identificar alos murciélagos (Lison 2011).

Para los estudios en los que se requiera la identificacion de las especies, es
necesario analizar las caracteristicas temporales y espectrales de las sefiales.
Para ello, es necesario representar las sefiales en graficos de amplitud-tiempo
(oscilograma), frecuencia-tiempo (espectrograma) o frecuencia-amplitud (es-
pectro de energia), lo cual requiere a veces, como el caso de los espectros, ana-
lizarlas sefiales mediante técnicas matematicas (Parsons et al. 2000). Los prin-
cipales parametros que se miden para describir los pulsos de ecolocacion de
los murciélagos son la estructura del pulso, la frecuencia inicial y final, la fre-
cuencia de maxima energia, la duracion, el intervalo interpulsos, el ancho de
banda, la amplitud y los arménicos (Lison 2011).

De acuerdo al tipo de investigacion que se pretenda realizar, se eligen qué
datos son importantes y pueden llegar a responder las preguntas que se plan-
teen. Con base en esto se determina qué detectores y programas computacio-
nales de analisis de ultrasonido se requieren para dicha investigacion (Lim-
pens y McCracken 2004). Estas decisiones se deben basar en el conocimiento
delabiologia de los murciélagos. Por ejemplo las especies de murciélagos que
emiten sonidos de ecolocacion de baja intensidad son mucho menos detecta-
bles que aquellos que emiten sonidos de ecolocacién de alta intensidad
(Rydell et al. 2002). Por esta raz6n, en muchos casos la presencia, comporta-
miento y actividad de los murciélagos que emiten sonidos de baja intensidad
no puede ser evaluada con el monitoreo de sus sefiales de ecolocacion. Ade-
mas, en algunos grupos de murciélagos, las senales que emiten diferentes
especies son débiles y muy similares entre si, con lo cual no es posible identifi-
car las especies. Es el caso de la mayoria de los murciélagos de las familias
Phyllostomidae y Natalidae y algunos de la Vespertilionidae que cazan sobre
sustratos (Kalko 2002 y Rizo-Aguilar 2008).
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Por el contrario, también existen especies, en general cazadoras de insectos
voladores, que forrajean cerca o en el interior de la vegetacién, con pulsos de
estructura particular, lo cual permite la determinacion segura de la especie
después de visualizar los espectrogramas. Entre estas especies estan los mor-
mopidos del género Pteronotus, 1os noctilibnidos y los embalonuridos del
género Saccopteryx 'y Peropteryx (Rizo-Aguilar 2008). Al mismo tiempo exis-
ten especies de murciélagos, que cazan insectos voladores generalmente en
areas relativamente abiertas, y que emplean pulsos de ecolocaciéon de estruc-
tura variable, cuyas caracteristicas pueden ser muy similares o superponerse
con los de otras especies, generalmente las filogenéticamente cercanas, asi
como con aquellas de tamafio y comportamiento parecidos. En este caso se
encuentran la mayoria de los vespertilionidos. En estos casos para discrimi-
nar entre especies por sus sefiales se requiere en general un analisis cuantita-
tivo (Barclay 1999, Fenton y Bogdanowicz 2002).

Una vez grabados los pulsos de ecolocacion de los murciélagos, estos se anali-
zan en una computadora por medio de programas computacionales especiali-
zados en el analisis de sonido. En estos programas se puede observar de mane-
ra grafica las caracteristicas de los ultrasonidos, mostrando un oscilograma

Figura 8.4. Oscilogramay espectrograma de los pulsos de una especie de la familia Molossidae.
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Figura 8.5. Interfaz de Sonobat mostrando una secuencia de una especie de la familia Vesper-
tilionadae.

paravisualizar la forma de onda y amplitud de la sefial con respecto al tiempo
y un espectrograma que muestra la frecuencia de la sefal. Existe una amplia
variedad de programas de computo para el analisis del sonido. Algunos de los
mas utilizados actualmente son:

Batsound

Es un programa fabricado por la compania sueca Pettersson Elektronik, hecho
especialmente para analizar los pulsos de ecolocacion de murciélagos. Sopor-
ta formatos de sonido por encima de los 32 bits con uno o dos canales (mono o
estéreo) y puede muestrear frecuencias arriba de 192 kHz. Este programa
muestralas sefiales de forma diferente ya sea en oscilogramay espectrograma
0 espectro de energia (Fig. 8.4). Mientras la sefial es grabada, en la pantalla se
muestra el oscilograma y/o espectrograma en tiempo real, con el fin de hacer
evaluaciones inmediatas de las llamadas. Este programa permite medir para-
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metros como la frecuenciainicial y final del pulso, duracion del pulso, maxima
energia del pulso o secuencia de pulsos, asi como el intervalo entre pulsos.

Laversion Pro del Batsound puede recibir tarjetas de alta velocidad de sonido,
permitiendo tener una velocidad de muestreo arriba de los 500kHz, pudiendo
reproducir sefiales de hasta 250kHz. Este programa graba directamente las
senales ultrasénicas sin tener que ser transformadas previamente por un
detector de ultrasonidos.

Sonobat

Este programa, desarrollado en Estados Unidos, proporciona herramientas
para un analisis detallado y en alta resolucion de un espectro completo del
sonograma de los pulsos de ecolocacion. Ademas, permite anexar una biblio-
teca de ultrasonidos de referencia para una secuencia de pulsos o incluso uno
solo, visualizandolos en la misma ecografia al mismo tiempo y con las mismas
escalas de frecuencia (Fig. 8.5).

Sonobat es compatible con este tipo de detectores:
e Pettersson D240x, D500X, D1000x

e Binary Acoustic Tecnologia AR125, AR180,FR125
o Wildlife Acoustics SM2BAT, EM3

BatScan

Es producto de la compaiiia britanica Batbox LTD. Este programa computacio-
nal puede reproducir y grabar las muestras de sonido por medio de su tarjeta
de sonido compatible con Windows, sin embargo esta tarjeta no es necesaria
para analizar y visualizar los espectrogramas de audio. Procesa el audio en
formato PCM* digital (archivos de sonido WAV*) y por medio del programa se
puede visualizar, en la misma pantalla, el oscilogramay espectrograma. En la
pantalla también se puede ver una gama de colores representando la ampli-
tud, asi como el tiempo (ms), la frecuencia (kHz) y el espectro (dB/kHz). Permi-
te analizar frecuencias de 17 a 120 kHz; mide parametros como la frecuencia
inicial y maxima, el intervalo entre pulsos y la tasa de repeticion del pulso.
BatScan se puede ejecutar en Windows 95, 98, ME, NT 4.0, 2000, Vista o XP.
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Figura 8.6. Interfaz de Echo Meter Touch con sonogramas de la familia Vespertilionidae.

Echo Meter Touch

Es un detector de ultrasonidos de Wildlife Acoustics, compatible con la plata-
formaIOS de Apple. Su programa permite escuchar los ultrasonidos de los mur-
ciélagos en tiempo real y, al mismo, tiempo visualizar el espectrograma con una
amplia gama de color (Fig. 8.6). El1 GPS del iPhone o iPad proporciona la ubica-
cion de las grabaciones realizadas. Los archivos grabados se pueden transferir
facilmente al ordenador por medio de un cable USB o a través de la red Wi-Fi.

Kaleidoscope

Es un programa de Wildlife Acoustics, disenado para una rapida conversion
de archivos WAC a WAV, que ordena y clasifica los pulsos de ecolocacion por
especie. Este programa permite trabajar conlas grabaciones hechas en tiempo
expandido o cruzamiento por cero. Kaleidoscope Viewer analiza los pulsos de

Areli Rizo-Aguilr, Luis Gerardo Avila-Torresagatdn, Liliana Fuentes Vargas, Ana Cristel Nutez Lara, Gabriela I Flores Nufes y Sergio Albino Miranda

173



Manual de técnicas del estudio de la fauna / Sonia Gallina Tessaro

ecolocacion de los murciélagos por medio de un espectrograma. Sus caracte-
risticas permiten una identificacion, clasificacion y filtrado de los pulsos de
ecolocacion. Los archivos pueden ser revisados en Full-Spectrum o cruza-
miento por cero.

Refugios cavernicolas

Los murciélagos cavernicolas, es decir aquellas especies de murciélagos que
habitan y utilizan como refugio ambientes como cuevas, minas, grutas y caver-
nas, requieren que sus refugios presenten condiciones microambientales parti-
culares (Avila-Flores y Medellin 2004, Altringham 1996). Estas caracteristicas
garantizan la permanencia de las colonias de murciélagos, las cuales pueden
ser residentes o migratorias. Un importante niumero de especies de murciéla-
gos, utilizan cavidades como refugio, por ejemplo las minas abandonadas,
tuneles o cuevas. En México, poco mas del 40% de las especies reconocidas (Me-
dellin et al. 2008), utilizan ambientes cavernicolas como refugio permanente
(Arita 1999), donde desarrollan diversas fases de su ciclo de vida (Kunz y Lums-
den 2003). Ademas, en los refugios cavernicolas, los murciélagos se reprodu-
cen, paren y cuidan a sus crias, y sobre todo se resguardan de sus depredado-
resy de las condiciones ambientales externas (Kunz y Lumsden 2003).

Los refugios cavernicolas, de acuerdo al nimero de especies de murciélagos
que los ocupan, se dividen en dos tipos. Aquellos que albergan una tinica espe-
cie de murciélago, son denominados refugios monoespecificos, mientras que
los refugios cavernicolas con dos 0 mas especies de murciélagos, se les llama
refugios multiespecificos. Tanto los refugios monoespecificos como los mul-
tiespecificos pueden mantener colonias que van desde algunos cuantos indi-
viduos, hasta varios miles e incluso millones. Es importante tener en cuenta
que, en diferente época del afio, un mismo refugio puede ser multiespecificoy
monoespecifico. Es necesario antes de iniciar cualquier monitoreo, verificar si
se trata de un refugio multiespecifico o monoespecifico, asi como las caracte-
risticas generales del refugio, es decir, dimensién y namero de entradas-
salidas usadas por los murciélagos, tineles, bovedas, grietas, y todas aquellas
zonas del refugio inaccesibles a los investigadores, donde potencialmente los

murciélagos puedanrefugiarse y quedar fuera de los conteos.
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Figura 8.7. Método directo de estimacién de murciélagos (A. jamaicensis) en un refugio
cavernicola. (Foto Luis Gerardo Avila Torresagatén).

Los planes y propuestas de manejo y conservacion de murciélagos y sus refu-
gios, requieren imprescindiblemente informacion sobre el tamafio y fluctua-
ciéon de sus poblaciones lo largo del tiempo. Para ello, existen diferentes méto-
dos de censo y monitoreo, que permiten obtener tal informacion. Entre ellos,
los tres mayormente recomendados son: i) conteos al interior del refugios, ii)
conteos durante la dispersion de la colonia, y iii) conteos durante el éxodo del
refugio (Kunz et al. 2009).

Conteos al interior del refugio.

Son considerados un método invasivo, pues se requiere ingresar al refugio y
contar directamente los murciélagos en sus sitios de percha. Los conteos pue-
den ser individuo por individuo o bien, contar los murciélagos que ocupan un
area determinada, por ejemplo 1m’. Posteriormente se extrapola el area con-
tada, al area total que ocupa la colonia (Fig. 8.7), por ejemplo 9m’, entonces si
1m’ concentra 150 murciélagos, en su area de percha de 9m’ esperariamos
encontrar 1350 individuos.
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Para hacer tales estimaciones, los conteos pueden hacerse directamente, o
bien tomar fotografias para posteriormente, sobre la imagen, hacer el conteo
de los animales y extrapolar el conteo al area total ocupada (Galindo et al.
2004, Thomas y La Val 1988). Este método, también puede aplicarse en los
refugios de maternidad, es decir aquellos sitios donde altas concentraciones
de hembras se agrupan para gestar y cuidar a sus crias. En estos casos, es posi-
ble contar directamente las crias o fotografiar areas del refugio, para después,
extrapolar el area fotografiada al resto del area que ocupan las crias en el refu-
gio (O'Shea et al. 2003, Thomas y La Val 1988). Es importante hacer estas visi-
tas, al momento en que los adultos estan fuera del refugio durante lanoche, y
en el periodo cuando las crias son aun incapaces de volar.

Los dos métodos de conteo desde el interior de los refugios, son dificilmente
aplicables en refugios cavernicolas de zonas tropicales, debido a que las espe-
cies de murciélagos ahi presentes, al percibir actividades fuera delo comun en
sus refugios, como puede ser laluz de las lamparas, el ruido generado por las
visitas o el flash de la camara fotografica, vuelan y abandonan su sitio de per-
cha. Esto anula la posibilidad de hacer conteos certeros. En cambio, en zonas
templadas donde los murciélagos cursan largos periodos de hibernacion o
torpor, es decir, los animales estaran practicamente inmoéviles durante el
ingreso al refugio, estos métodos pueden facilitarse (Thomas y La Val 1988,
Tuttle 2003).

Debe considerarse que las visitas al interior de los refugios cavernicolas,
incluso aquellas de caracter cientifico, implican perturbaciones tanto al
microambiente de los refugios como a las colonias de murciélagos (Fenton
2003, Mickleburgh et al. 2002, Arita 1999, McCracken 1989). Estas perturba-
ciones en conjunto, pueden generar efectos negativos que pueden reflejarse,
enlapérdida de energia acumulada en organismos torpidos o en hibernacion,
en la disminucion del éxito de apareamiento en las colonias de reproduccion,
en el abandono o pérdida de crias por adultos en las colonias de maternidad
(McCracken 1989, Tuttle 2003), ademas del empobrecimiento de la calidad del
refugio debido a las alteraciones microambientales. Esto puede causar even-

tualmente el abandono del refugio y su sustitucién por otro de inferior cali-
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dad, lo cual puede disminuir la supervivencia y tasa de reproduccion de los
individuos (Fenton 2003, McCracken 1986).

Conteos durante la dispersion de la colonia

Estos métodos se consideran como no invasivos. Su aplicaciéon exitosa depen-
de particularmente de la ubicacion de observacion respecto al area de vuelo 'y
dispersion del grupo de murciélagos. Es decir, de sila cobertura vegetal entre
observador - columna de vuelo, permite la libre observacion de los animales,
asi como las condiciones luminicas ambientales.

Posterior al éxodo del refugio, algunas especies de murciélagos cavernicolas
como Tadarida brasiliensis, se agrupan en la periferia cerca al refugio y poste-
riormente forman largas columnas de vuelo hasta dispersarse para alimentar-
se. Estos patrones conductuales, permiten aplicar algunos métodos para cono-
cer y/o estimar el tamafio de las colonias, los cuales requieren del apoyo de
equipos electronicos sencillos como pueden ser camaras fotograficas o video-
grabaciones digitales, infrarrojas, e incluso, tecnologias mas complejas como
por ejemplo imagenes térmicas infrarrojas, combinados con complejos pro-
gramas computacionales que analizan las termoimagenes o el recorrido indi-
vidual de cada murciélago (Kunz et al. 2009).

Un factor que limita este método, es su aplicacién en refugio multiespecificos,
ya que identificar visualmente diferentes especies en una misma columna de
vuelo, es complicado. Por otro lado, los sistemas que analizan las termoima-
genes y eventualmente podrian identificar alguna especie por su forma, son
econOmicamente costosos (Kunz et al. 2009).

Conteos durante el éxodo del refugio

Este grupo de métodos, puede ser tanto invasivo como no invasivo. Tal es el
caso de las capturas con redes de niebla o trampas de arpa, para contar los
animales mediante el método de captura-recaptura, como un método invasi-
vo. Mientras que realizar conteos visuales, ya sean directos o indirectos, son
considerados como métodos no invasivos.
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Un aspecto a considerar es si el refugio es monoespecifico o multiespecifico. Ade-
mas de la cantidad de salidas, por donde los murciélagos puedan emerger, pues
de ello dependera la certeza de los datos. El no cubrir alguna salida, puede dejar
fuera de los conteos a un importante porcentaje de la colonia de murciélagos.

El uso de redes de niebla y trampas de arpa, suele ser la técnica para aplicar el
método de captura-recaptura, esto, hipotéticamente, permite después de un
tiempo determinado (meses o anos) conocer la fluctuaciéon de las colonias de
murciélagos cavernicolas (Thomas y La Val 1988), ademas de que este método
dificilmente cumple con las suposiciones necesarias, se requiere de gran
inversion de tiempo, ademas la tasa de recaptura suele ser baja (Thomas y La
Val 1988, Gaisler y Chytil 2002). Adicionalmente, la necesidad de marcar alos
individuos es un factor de riesgo de lesiones o muerte paralos animales (Novo
etal. 2002, ThomasyLaVal 1988).

Entre las alternativas o métodos no invasivos, y por ello altamente recomenda-
bles, se encuentran los conteos visuales de murciélagos mientras abandonan
su refugio (Kunz et al. 2009, O "Donnell y Sedgeley 2001, Barclay y Bell 1988).
Esto se realiza desde una posicion que no interfiera con el comportamientoy
flujo del éxodo del refugio. La observacion y conteo se hace a contraluz, o con
ayuda de equipos de visién nocturna, e incluso con luz artificial (O'Donnell y
Sedgeley 2001, Barclay y Bell 1988). Esto ultimo se usa cuando los murciélagos
estan habituados a este tipo de iluminacién, como puede ocurrir en zonas
urbanas o semiurbanas (Shirley et al. 2001). Este método se limita a las colo-
nias pequenas de murciélagosy enrefugios cavernicolas monoespecificos.

En el caso de los refugios monoespecificos que albergan una alta cantidad de
murciélagos, se pueden utilizar videograbaciones para estimar el tamano de
la colonia. Estas videograbaciones deben hacerse sin bloquear la salida de los
animales y sin utilizar algiin equipo de iluminaciéon que altere el comporta-
miento natural de emergencia de los murciélagos. Para ello, el uso de reflecto-
res o iluminadores infrarrojos, resultan titiles al monitorear refugios monoes-
pecificos conformados por varios cientos e incluso miles de individuos (Fle-
ming etal 1998, Barclay y Bell 1988).
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Figura 8.8. Sistema de ilumina-
cion, grabacién de video y
deteccidn acustica simultdneo
en un refugio cavernicola.

Cuando se dan los casos de que en un mismo refugio lo ocupan dos o mas espe-
cies de murciélagos en concentraciones numerosas (refugios multiespecifi-
cos), como suele ocurrir en areas tropicales, la aplicacién de los métodos ante-
riormente descritos, se limita ampliamente, pues lograr identificar cada espe-
cie al emerger y al mismo tiempo cuantificar los individuos de cada especie
durante el numeroso éxodo, resulta complicado, sobre todo si solo se cuenta
con laimagen visual o la videograbacion.

Bajo estas condiciones, el uso de videograbaciones, iluminacién infrarroja
junto al empleo de deteccion acustica como un mismo sistema (Rodrigues y
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Palmeirim 1994), permite monitorear de manera confiable refugios cavernico-
las multiespecificos. Tal es el caso de algunos refugios cavernicolas en Espafia
(Guillén-Servent 1998), Portugal (Rodrigues 1996), y México (Avila-
Torresagatony Guillén-Servent 2007).

Este sistema (Fig. 8.8) parece causar baja o nula perturbaciéon a los murciéla-
gos y refugios cavernicolas. Ademas, la posibilidad de identificar las especies
al emerger del refugio de manera conjunta, mediante la deteccién acustica, lo
hace altamente recomendable en los refugios multiespecificos ocupados por
especies de murciélagos acusticamente diferenciables, por ejemplo Balan-
tiopteryx plicata, Saccopteryx bilineata de la familia Emballonuridae, Mor-
moops megalophylla, Pteronotus parnellii de 1a familia Mormoopidae' y Tada-
rida brasiliensis, Molossus sinaloae de la familia Molossidae. Algunas de estas
son especies con amplia distribucién y comtinmente encontradas en refugios
cavernicolas de México.

Sin embargo, las especies de murciélagos cavernicolas de las familias Phyllos-
tomidae por ejemplo Artibeus spp., Leptonycteris spp., Macrotus waterhousii,
Glossophaga spp., Natalus spp., de la familia Natalidae y Myotis velifer de la
familia Vespertilionidae son acusticamente similares, es decir, sus pulsos de
ecolocacion dificilmente podrian diferenciarse durante el éxodo de los refu-
gios cuando estos son multiespecificos y las colonias son numerosas (supe-
riores a los mil individuos de cada especie), como suele suceder en las zonas
tropicales. Lo anterior debido a las caracteristicas estructurales de sus pulsos
de ecolocacion (ver detalles enla seccion de Ecolocacion). Si bien se ha avanza-
do enla descripciéon de los pulsos de ecolocaciéon en varias especies de filosto-
midos (Kalko 2002), aiin no se ha puesto en practica este sistema con ese
grupo de especies de murciélagos cavernicolas.

En la mayoria de los casos, el “mejor” método, es decir, aquella alternativa que
cause la menor perturbaciéon o efectos negativos a las colonias cavernicolas,
no es necesariamente el mas viable a utilizar. Las particularidades del refugio,
como su accesibilidad, el niimero de salidas para los murciélagos, la riqueza

de especies y el nimero de individuos dentro del refugio, son los factores
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determinantes para aplicar uno u otro método. No pueden dejarse de conside-
rar los costos econdémicos, y sobre todo, el tiempo necesario o disponible que
se tiene para obtener los resultados.

Toma de muestra de tejidos y sangre

Para practicar estos métodos, es necesario contar con permiso de colecta otor-
gado por la Direccion General de Vida Silvestre. Es importante tratar de apro-
vechar al maximo los organismos que se van a sacrificar y que el sacrificio se
realice de una manera humanitaria. Se recomienda hacerlo con sobredosis de
anestésicos como la ketamina y la xilacina (NOM-033 1995, AVMA 2013).

La persona que va arealizar estas actividades debe utilizar guantes de latex o
nitrilo, cubre bocas y lentes, para evitar estar expuesto a cualquier contacto
directo con fluidos del animal (Reuter y Vargas 2011). Es necesario que todo el
material a utilizar sea lavado con jabon liquido, cloro y que sea flameado con
alcohol, para evitar contaminar las muestras, esto se debe repetir antes de
procesar cada espécimen (Romero-Almaraz et al. 2007).

Para la extraccion de tejido, una vez sacrificado el espécimen, se debe realizar
una pequena incision en el abdomen con ayuda de un bisturi, posteriormente
se podra cortar la piel con tijeras, de manera que se puedan sacar los 6rganos
con unas pinzas. Todos los 6rganos se deben de colocar sobre una caja Petri, al
separar cada uno de los tejidos de interés se recomienda cortarlos en dos o tres
partes de cada 6rgano y colocarlos en criotubos o tubos Eppendorf con alcohol
al 90 0 95% si se requiere el material para hacer estudios de biologia molecular
o Trizol para analisis con RNA. Es recomendable utilizar nitrogeno liquido
para el transporte de los tejidos (Romero-Almaraz et al. 2007, AVMA 2013).

La toma de sangre es una técnica que puede realizarse por via intravenosa, la
técnica consiste en sujetar firmemente al individuo, asegurando que no se
mueva, estirar el antebrazo y con lalanceta nuevarealizar un pequeno piquete
en la vena cefalica. Enseguida se formara la gota de sangre que puede ser suc-
cionada con micropipeta con puntas de 100ul (Fig. 8.9) (Joint Working Group
1993). Se recomienda tomar una muestra de 25 o 30ul para evitar que se tome

Areli Rizo-Aguilr, Luis Gerardo Avila-Torresagatdn, Liliana Fuentes Vargas, Ana Cristel Nutez Lara, Gabriela I Flores Nufes y Sergio Albino Miranda

181



Manual de técnicas del estudio de la fauna / Sonia Gallina Tessaro

Figura 8.9. Toma de muestra de sangre. (Fotos Sergio Albino Miranda).

aire al succionar la gota y depositar la sangre dentro de un criotubo que ya
contengan el suero o el anticoagulante a utilizar. Si no se obtuvo la sangre
necesaria se puede extender y contraer el antebrazo varias veces para que la
sangre fluya.

Una vez que se obtuvo la sangre, se debe ejercer presiéon con un algodén sobre
la vena que se perforo. Finalmente para reanimar al individuo puede adminis-
trarsele jugo comercial, néctar o agua azucarada con la ayuda de una jeringa
(sin la aguja) para auxiliarle en la recuperaciéon de energia y que pueda
emprender su vuelo.

La cantidad de sangre a extraer es variable y dependera principalmente del
peso vy la talla del individuo, asi como de el momento en que haya sido captu-
rado. Es decir, si habia comido o hidratado antes de la captura o se colecta al
salir de un refugio. Los anticoagulantes mas utilizados son la heparina, la gua-
nidina y EDTA. En cualquiera que sea el medio donde se vaya a conservar la
sangre se debe de asegurar que sean volumen a volumen (v:v), es decir, si se
obtuvieron 10011 de sangre esta debe de tener 10011 0 mas de suero. Todos los
sueros requieren ser conservados a 4°C por lo que se recomienda transportar
todo el material en una hielera (Gardner y Molyneaux 1987, Joint Working
Group 1993).
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Transporte de individuos

Durante los muestreos, los individuos capturados pueden ser transportados
de formaindividual o colectiva. Para el transporte individual se usan bolsas de
manta pequenas, pero de un tamano suficiente para asegurar que los indivi-
duos se sientan comodos (Fig. 8.3). Una vez colocados dentro, debe asegurar-
se de cerrar la bolsa correctamente para evitar que puedan escaparse. Las bol-
sas de manta son utiles cuando se necesita recolectar excretas para estudios
de dieta, por ejemplo.

Cuando el estudio requiere mantener un grupo de murciélagos en cautiverio
por algunas horas o en el caso de ser necesario transportarlos, para evitar las-
timarlos o causarles algiin tipo de lesion que les impida retomar el vuelo una
vez liberados, hemos disefiado una estructura con materiales econémicos y
faciles de conseguir, tales como malla mosquitera, hilo y aros para bordar. Se
arma una estructura cilindrica (Fig. 8.10) y, de esta forma los murciélagos pue-
den percharse sin el peligro de ser aplastados o asfixiados.

Figura 8.10. Transportadora de murciélagos. (Foto Areli Rizo Aguilar).
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Métqﬂus de ilwestigaciﬂn social: Iumlame!ltns,
(écnicas y aportaciones para el entendimiento
de las relaciones sociedad-vida silvestre

Alicia Castillo Alvarez y Juan L. Pefia-Mondragon

INTRODUCCION

La conservacion de la vida silvestre contintia siendo un asunto prioritario tanto
para los gobiernos y las agencias encargadas de la formulacion e implementa-
cion de las politicas publicas, asi como para los diversos grupos e individuos
que conforman nuestras sociedades contemporaneas. El sector académico
desempena un papel fundamental generando y brindando a los sectores socia-
les que lo requieren, informacion cientifica que permita contribuir al entendi-
miento de los problemas relacionados con el estado actual de la vida silvestre,
asi como sobre los problemas que enfrenta y las necesidades que las socieda-
des deben atender para su mantenimiento en el corto, mediano y largo plazo.

Las ciencias naturales han sido las encargadas de proveer gran parte de la
informacion sobre la vida silvestre y de construir las explicaciones pertinen-
tes para la toma de decisiones sobre el aprovechamiento, la conservacion y
actualmente sobre la necesaria restauracion de ecosistemas. Gracias a los
avances tecnologicos en el instrumental cientifico, muchas investigaciones
hoy en dia aportan datos esenciales sobre la distribucion, estados de deterio-
ro y/o conservacion de los habitats de muchas especies, asi como sobre el
impacto de las actividades humanas sobre éstas. Las ciencias sociales, por
otro lado, no han sido ajenas a generar conocimiento sobre las relaciones
sociedad-naturaleza (Endter-Wada et al. 1998, Descola y Palsson 2002). Sin
embargo, es importante sefialar que aunque estas dos grandes esferas de la
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ciencia han brindado aportaciones relevantes y contintan haciéndolo, son
todavia escasas las interacciones y los cruces entre ambos ambitos disciplina-
rios. No obstante, cada vez se dan mas esfuerzos de trabajo interdisciplinario
y actualmente se incrementan los foros de intercambio y de publicacién de
caracter "hibrido". Es decir, cada vez se convocan a mas reuniones académicas
sobre temas como la economia ecologica, la sociologia ambiental, la agro-
ecologia, los servicios brindados por los ecosistemas a las sociedades huma-
nas, la conservacion ambiental comunitaria, el saneamiento de cuencas y la
ecologia urbana, por mencionar algunos. Es importante reconocer que disci-
plinas como la ecologia humana o las diversas ramas de las llamadas Etno-
ciencias (Etno-botanica, Etno-zoologia, Etno-micologia y Etno-ecologia), se
han desarrollado desde hace décadas y su evolucion -tomando en cuenta que
estudian los conocimientos tradicionales de sociedades nativas-, data de cien-
tos de afnos (Argueta et al. 2012). Existen también en la actualidad revistas
cientificas que promueven el desarrollo de investigaciones que utilizan enfo-
ques interdisciplinarios. Se tiene por ejemplo la revista Ecology and Society,
creada en 1997 e inicialmente llamada Conservation Ecology constituida por
un grupo formado principalmente por eco6logos (www.ecologyandsociety-
.org). Por otro lado esta también la revista Society and Natural Resources como
la contraparte editada por la asociacion internacional del mismo nombre y
fundada en 1986 por académicos de las ciencias sociales (www.iasnr.org). Sin
embargo, queda todavia mucho por hacer para atender la generacion de cono-
cimientos que nos ayuden a desentraiiar la complejidad de los problemas
ambientales que enfrentamos desde las escalas locales hasta el nivel global.

Resulta esencial consecuentemente, continuar impulsando una mayor y
mejor comunicacion e interaccion entre cientificos de las ciencias naturales y
de las ciencias sociales interesados en contribuir al entendimiento integral de
los problemas ambientales y aquellos relacionados con el mantenimiento de
la vida silvestre. Para ello, es fundamental que académicos y estudiantes de
ambas esferas, conozcany entiendan los enfoques metodolégicos y los méto-
dos de investigacion utilizados en cada ambito disciplinario. El objetivo cen-
tral de este capitulo es introducir a colegas provenientes principalmente de

disciplinas de las ciencias naturales, en la investigacion de las dimensiones
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sociales relacionadas con la vida silvestre. Cabe mencionar que a lo largo del
capitulo se utiliza el término investigador (masculino) pero en este se incluye,
desdeluego, ainvestigadoras y estudiantes del sexo femenino.

Las explicaciones construidas desde las ciencias naturales, nos permiten en la
actualidad comprender diversos aspectos de la complejidad del fen6meno de
la vida en la Tierra. En los ulltimos tiempos, sin embargo, las consecuencias de
la presencia humana sobre practicamente todos los habitats planetarios han
desencadenado transformaciones en los paisajes y alteraciones a numerosos
ciclos y procesos ecologicos (Vitousek et al.1997). Lo anterior provoca que el
mismo ser humano, generen conocimientos que ayudan a entender la grave-
dad del deterioro ambiental y sus consecuencias para la supervivencia de
todos los habitantes del planeta, incluida la propia especie. Se busca entonces
contestar preguntas sobre los problemas desde 6pticas que integren el enten-
dimiento de los componentes y funcionamiento de los sistemas naturales, ala
vez que se analicen los procesos sociales relacionados con como los humanos
interactuamos con el ambiente (Ehrlich 1997). Entender los procesos de toma
de decisiones es fundamental en estos analisis y para ello es necesario enten-
der principios basicos de la investigacion social. Cabe resaltar que aunque son
pocos todavia los trabajos que abordan problemas sobre la vida silvestre que
incluyen un analisis de las dimensiones sociales, las investigaciones de carac-
ter interdisciplinario sobre los actualmente denominados sistemas socio-
ecologicos, se reconocen cada vez mas como indispensables para lograr
entendimientos integrales de los problemas ambientales y la urgente necesi-
dad de construir alternativas que mitiguen y logren solucionar dichos proble-
mas (Berkes y Folke 2000).

Distintas miradas desde la investigacion social

Es importante sefialar que en las ciencias sociales se analiza, discute y debate
continuamente no solamente qué se investiga sino también desde qué pers-
pectivas se abordan los problemas, lo cual tiene implicaciones sobre los méto-
dos y analisis que se utilizan. Se examinan cuestiones relacionadas con como
se entiende la realidad (ontologia), el conocimiento (epistemologia), asi como
sobre su construccion (Cantrell 1996, Newing 2011). Histéricamente, las cien-
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cias sociales han derivado su forma de trabajo adoptando las perspectivas
metodolbgicas de las ciencias naturales (Denzin y Lincoln 2000) y en muchos
casos enfatizan la necesidad de identificar las variables involucradas en algin
fenémeno y disefiar instrumentos para medirlas. Por otro lado, desde discipli-
nas como la antropologia, muchas investigaciones buscan entender los signi-
ficados que los individuos dan a sus acciones y a las de otras personas, y han
disefiado y utilizado instrumentos de investigacion que les permiten colectar
informacion textual (lo que las personas dicen cuando se les hacen preguntas
de forma abierta), con lo que se construyen narrativas que describen y expli-
can de manera profunda aspectos de la vida de los sujetos y comunidades
sociales (Tarrés 2004). La diferencia entre estas dos posturas o tradiciones
que a grandes rasgos se pueden identificar como positivista e interpretativis-
ta, se relaciona con las nociones antes mencionadas sobre la naturaleza de la
realidad, el conocimiento y la metodologia para generar dicho conocimiento.
En la postura positivista, se parte de la idea de que la realidad es tnica, frag-
mentable, mesurable y consecuentemente se pueden plantear leyes y hacer
predicciones (Cantrell 1996). Por otro lado, los llamados interpretativistas,
defienden que muchas preguntas de investigacion se relacionan con entender
como las personas conciben la realidad (adentrarse en el mundo subjetivo) y
que entonces, laidea de realidad es una construcciéon social (O'Brien y Kollock
2011). Es decir, se busca documentar las ideas que tienen las personas sobre
hechos y fenémenos y que determinan sus actos en la vida cotidiana (Berger y
Luckmann 1991).

De estas posturas que, en efecto, no comparten las mismas nociones de reali-
dad y qué de esta y a través de qué procedimientos podemos conocerla, se ha
derivado una dualidad entre la investigacion cuantitativa (identificada mas
con el positivismo) y la cualitativa (asociada con el interpretativismo y otras
tradiciones similares de pensamiento). Sin embargo, esta division no debe
tomarse como visiones opuestas y excluyentes. Lo cuantitativo y cualitativo se
relaciona con el tipo de datos que se pueden obtener y en ambas posturas, se
pueden utilizar métodos que obtengan tanto datos cuantitativos como cuali-
tativos. Como en cualquier area de investigacion (tanto en ciencias naturales

como sociales), son las preguntas especificas las que guian la informacién
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pertinente a colectar y tanto la toma de datos que se puedan cuantificar como
aquellos de corte cualitativo, deben utilizarse para contestar y cumplir los
objetivos de un proyecto de investigacion determinado.

En los trabajos sobre vida silvestre que buscan entender las dimensiones
sociales, se pueden tener preguntas sobre aspectos especificos que es perti-
nente contestar colectando datos cuantitativos o cualitativos. Preguntas tales
como cuanta lena utiliza una familia a la semana, cuales son los sitios en
donde se colectan plantas medicinales o cuantas cabezas de ganado son
depredadas por animales carnivoros, requieren de disefiar instrumentos a
través de los cuales se obtenga informacién cuantitativa precisa. Cuando, por
otro lado, se requiere entender cual es la percepcion de una familia sobre la
importancia de la lefia o las plantas medicinales en sus vidas, o sobre como se
valora a animales tales como jaguares, pumas o lobos en una comunidad, las
preguntasy formas de analisis de los datos son distintas. Los instrumentos de
investigacion, consecuentemente, deben diseflarse acordes con los objetivos
que se persiguen.

Es importante senalar también que el posicionamiento de una investigacion
en cuanto a las nociones ontologicas, epistemologicas y metodolbgicas es
relevante ya que el disefio de una estrategia de investigacion, asi como los
métodos e instrumentos que se utilizaran para colectar la informacién deben
ser acordes con algiin posicionamiento (Cantrell 1996). Nuestro grupo de tra-
bajo ha seguido un paradigma de corte esencialmente interpretativista ya que
nuestros temas de investigacion han buscado entender las perspectivas de los
actores involucrados en los fen6menos bajo estudio (ver Castillo et al. 2005a,
Castillo et al. 2009, Pujadas y Castillo 2007, Schroeder y Castillo 2012, Pefia-
Mondragon y Castillo 2013). Nos ha interesado fundamentalmente, desarro-
llar proyectos que permitan dar voz a los individuos o colectividades que
estan en contacto directo con la vida silvestre asi como a aquellos actores que
influyen la toma de decisiones sobre el manejo de ecosistemas y la gestion
ambiental relacionada con la formulaciéon e implementaciéon de politicas
publicas. Es por ello, que en este capitulo presentamos principalmente los
meétodos utilizados en la investigacion interpretativista que busca esencial-
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mente adentrarse en entender las interacciones sociales y los sentidos y signi-
ficados que dan a estas relaciones, los actores involucrados (Sanchez-Serrano
2004).

Las técnicas de investigacion

Una primera cuestion que es esencial tomar en cuenta cuando se incorpora la
investigacion social en los analisis sobre vida silvestre es que en estos estu-
dios se trabaja con “sujetos” y no con "objetos" de investigacion. Consecuen-
temente, las relaciones que se establecen entre investigadores e individuos o
grupos sociales deben considerarse como relaciones entre humanos. Esto no
significa que un académico (investigador o estudiante) deba necesariamente
establecer relaciones de amistad o de otro tipo con las personas, pero si es
importante tener siempre en mente que los sujetos de estudio son personas
como nosotros. La investigacion social la hacen humanos sobre los propios
humanos.

Por otro lado y al igual que en las ciencias naturales, cualquier investigacion
sobre las dimensiones sociales (ya sea exploratorio, complementario o sea el
interés principal de un estudio) requiere ser planeado y diseflado siguiendo
principios de rigor cientifico. Es decir, deben existir protocolos claros sobre
las preguntas que se busca contestar, los objetivos de la investigacion y el dise-
no claroy detallado de los pasos metodologicos que se seguiran. Asimismo, se
debe tener claridad sobre qué tipo de datos se colectaran y como se analizaran
dichos datos.

Antes de comenzar una investigacion, es importante tomar en cuenta que son
necesarios algunos pasos previos que permitan lograr el acceso al sitio de
estudio. Al trabajar con personas, es importante que éstas no solamente
conozcan y entiendan el tema de una investigacion, sino es esencial primera-
mente solicitar su autorizacion para llevar a cabo un trabajo. Asimismo, se
debe en todo momento generar confianza en la gente a través de conducirnos
con respeto y seriedad. Un aspecto de gran importancia se relaciona con la
confidencialidad de la informacion que las personan le brindan al investiga-

dor. Los sujetos bajo estudio deben conocer como se usarala informacién que
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provean y debe preguntarseles si desean permanecer en anonimato (tanto
como individuos o como organizaciones sociales). Estos principios de carac-
ter ético deben tomarse en cuenta desde la etapa de diseflo de una investiga-
cién y continuarse hasta la publicacion y difusion de los resultados obtenidos
(Watson 2011). En el Recuadro 1 se presenta un resumen de las cuestiones a
tomar en cuenta cuando se inicia un proyecto de investigacion social.

Recuadro 1. Acceso a campo

B Solicitar permiso para realizar la investigacion con las autoridades locales
pertinentes (comisariados ejidales, comunales, agentes municipales,
presidentes municipales).

mmm Solicitar los permisos por escrito (de preferencia en papel membretado de una
institucién u organizacion social).

B Explicar en las solicitudes qué se va a hacer: platicar con las personas,
acompafarlas a campo, organizar talleres. Si se busca grabar entrevistas o
grabar en video los talleres, incluir estas cuestiones en una solicitud.

I utilizar ropa adecuada (no llamativa o muy diferente a la usada por los
pobladores locales)

B Actuar con ética durante todo el trabajo de campo. Asegurar los aspectos de
respeto a las personas, confidencialidad de la informacion, no causar conflictos
entre los miembros de una comunidad.

IS No establecer con una comunidad, compromisos que no se cumpliran.

A continuacion se describen los principales métodos utilizados en investiga-
cion social, teniendo en mente su utilidad para generar conocimientos que
ayuden a entender las problematicas que enfrenta la vida silvestre. Como se
mencion6 antes, nos parece que la perspectiva interpretativista de investiga-
cion posee diversas ventajas en este sentido y consecuentemente se presen-
tan sus principales métodos: la observacion participante, la entrevista indivi-
dual, los grupos focales y la revision documental. Incluimos también el méto-
do de la encuesta que aunque es el instrumento preferente de la perspectiva
positivista, las encuestas son muy utiles para obtener informacién y pueden
disenarse desde visiones no positivistas (ver Drury et al. 2011). Finalmente se
incluye también lo que se conoce como investigacion accion participativa por
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su relevancia en los trabajos que buscan incrementar la calidad de vida de las
poblaciones humanas, a la vez que contribuir al mantenimiento de los proce-
sos que sustentan la vida en nuestro planeta y de los cuales las sociedades
obtienen diversos bienes y servicios. Para cada método que se explica, se
incluye un recuadro con las principales recomendaciones que deben tomarse
en cuenta.

Observacion participante

La observacion puede considerarse como la base de las ciencias; el ser huma-
no formula preguntas a partir de la observaciéon de los fendmenos a su alrede-
dor (Chalmers 1982). La observacion en las ciencias sociales se utiliza como
método particular a través del cual un investigador se ubica como espectador
de lo que ocurre en los escenarios en los que trabaja y a partir de observar,
obtiene informacion que es util para la construcciéon de descripciones y expli-
caciones. Como método, se puede realizar tanto observacion no participante
como participante. La primera son los registros que hace un investigador de
manera estructurada, sin tomar parte en los eventos que observa. Aunque se
acepta que un observador generalmente afecta de alguna forma el fenomeno
observado, este tipo de observacion busca que el investigador logre mante-
nerse al margen del fenbmeno y solamente documente lo que observa (Angro-
sino y Mays de Pérez 2000). Por otro lado, la observacion participante es un
meétodo de corte interactivo que busca que el investigador se involucre con el
grupo social bajo estudio y que, de dicha interacciéon, documente las ideas,
opiniones, valorizaciones, acciones y conflictos vividos por los sujetos de
estudio. El investigador busca entender qué hacen las personas y por qué
hacen lo que hacen (Puri 2011). En ambos tipos de observaciones, los investi-
gadores deben ser capaces de reportar sus resultados evitando sesgos deriva-
dos de su presencia o participacion en lo observado. El Recuadro 2 resume lo
que debe tomarse en cuenta al utilizar el método de observacion participante
y en el Recuadro 3 se brindan recomendaciones para la recopilacion de la
informacion obtenida de la observaciéon en unalibreta de campo.
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Recuadro 2. Observacion participante

I Respetar las costumbres de la comunidad en la que se trabaje.

B Observar los asuntos de interés y platicar con las personas manteniendo el
respeto y los principios de confidencialidad de la informacidn que se obtenga.

B Registrar la informacion de forma ordenada en una libreta de campo.

I Escoger los momentos en que se registrara la informacién buscando no ser
intrusivo (en lugares no vistosos o al terminar el dia).

W Registrar la informacion de forma sistematica (escribir las notas todos los dias; no
dejar de hacerlo durante varios dias porque los recuerdos se borran o se
confunden si se deja pasar demasiado tiempo).

Recuadro 3. ¢Qué incluir en las notas de campo?

I En las notas de campo se incluye lo que se ha visto y/o escuchado.

= Incluir hora, dia y lugar de observacion, asi como datos especificos tal como se
observaron o escucharon (nimeros, palabras, frases) sobre los temas de
investigacion.

I Anotar impresiones sensoriales tales como sonidos, olores, sabores, o
descripciones de imagenes que son parte de la experiencia vivida.

B Se recomienda dividir en secciones la libreta de campo y tomar las notas de
manera estructurada.

I Separar las notas que describen lo observado, escuchado o que fue parte de una
conversacion con algun actor social de las notas que surgen del propio proceso
de investigacion (cuestionamientos conceptuales o ideas que serviran para
explicar o discutir los resultados de la investigacion).

I Anotar preguntas que surgen para posibles investigaciones futuras.

Entrevista individual

La entrevista es quizas el método mas utilizado en investigacion social. Se
puede definir la entrevista como una conversacion entre dos o mas personas y
cuando su objetivo es académico, el entrevistador busca obtener informacion
del entrevistado en referencia a su tema de estudio. De acuerdo con Sierra
(1998), la entrevista debe ser vista como un acto de comunicacion que es dina-
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mico y el cual es influenciado por los contextos sociales particulares de aque-
llos que participan en ella. Para que una entrevista cumpla su objetivo, el entre-
vistador debe utilizar un lenguaje que pueda ser entendido por el entrevistado
y asegurar que se establece un intercambio fluido de ideas. Una cuestion
importante para lograr este intercambio es preparar con anterioridad una lista
de temas y preguntas que sirvan de guia en la conversacion. Lo anterior no sig-
nifica que se tenga un cuestionario rigido; hay que recordar que la entrevista
busca obtener las ideas del entrevistado y para esto, debe dejarsele hablar. Las
entrevistas consisten generalmente de preguntas abiertas y la finalidad de
tener una guia permite que la entrevista aborde los temas generales de interés
para el investigador. Cabe resaltar también que para mantener una comunica-
cion abierta, es importante que el lugar donde se lleve a cabo una entrevista sea
comodo para el entrevistado; se recomienda que sean lugares familiares para
este en donde se sienta en confianza para compartir sus visiones.

Debido a que las entrevistas pueden tomar tiempos largos (dependiendo de la
profundidad con la que se busque tratar un tema), y con el objetivo de poder
llevar a cabo un analisis fino y riguroso de la informacién, se recomienda gra-
bar en audio una conversacion. Para esto, debe solicitarse la autorizacion del
entrevistado explicando las razones por las que se quiere grabar (no perder
detalle de lo que el entrevistado dice ya que sus ideas son de mucha relevancia
para el investigador) y asegurando, cuando la situaciéon lo requiera o lo solicite
el entrevistado, mantener el anonimato de la persona en cuestion. Cabe sefialar
que en la actualidad existen grabadoras digitales de tamafio pequefio con capa-
cidades muy buenas para eliminar ruidos y lograr obtener grabaciones nitidas.
Las transcripciones de las entrevistas, deben hacerse utilizando los instrumen-
tos apropiados (dictafonos) y no escuchando directamente una grabacion. Para
poder analizar con detalle la informacién obtenida en una entrevista, es funda-
mental contar con transcripciones muy bien hechas. En el Recuadro 4 se brin-
dan recomendaciones utiles parala conduccion de entrevistas.
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Recuadro 4. Preparacién y conduccion de entrevistas individuales

B Explicar con claridad los propdsitos de la entrevista y establecer relaciones
cordiales y de respeto con los sujetos de estudio.

BN Explicar que la informacidn solicitada se usara con fines de investigacion y
asegurar que se respetard la confidencialidad.

mmm Asegurar que la persona entrevistada entiende las preguntas que se le hacen.

mmm Disefiar las preguntas de tal forma que no exista sesgo; es decir que no exista una
sugerencia de respuesta. Ejemplo de una pregunta con sesgo puede ser: éLe
parece que las viboras son animales dafiinos? La pregunta abierta deberia ser
¢Qué piensa sobre las viboras?

I Mostrar interés en lo que expresa el entrevistado.

Grupos focales

Se utilizan los principios generales usados para las entrevistas individuales
pero debe tomarse en cuenta que la circunstancias son muy distintas cuando
se entrevista a un grupo. La principal ventaja de las entrevistas grupales o
focales es que al hablar con un grupo de personas, se estimulan los recuerdos
entre ellos y se generan procesos de reflexion y discusion grupal que son muy
buenos para obtener informaciéon. Se recomienda usar este método con gru-
pos de entre seis y ocho personas ya que el manejo de grupos mas grandes es
dificil. El nimero de temas a tratar disminuye en relacion con las entrevistas
individuales ya que son varios los sujetos que tomaran la palabra (Russi
1998). Es importante que el conductor de un grupo focal coordine de manera
eficaz el uso de la palabra, tratando de que las personas no hablen al mismo
tiempo y procurando que no sean unas pocas las que dominen la conversa-
cion. De ser posible, es importante contar con el apoyo de una o dos personas
mas; se puede tener un relator que se encarga de la grabacion (si se obtuvo la
autorizacion del grupo) o de escribir lo que se esta diciendo. Ademas, un
observador puede apoyar al conductor en laidentificacion de temas que no se
han abordado o en tomar notas sobre la dinamica interna del grupo: quiénes
dominan, quiénes se perciben cohibidos o presentan sefiales de no estar de
acuerdo. Esta informacion puede ser muy util cuando se analiza la informa-
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cion obtenida de una entrevista grupal.

Tanto en la entrevista individual como en el grupo focal, se recomienda
ampliamente llevar a cabo pruebas piloto, de preferencia con el tipo de suje-
tos con quienes se trabajara una investigacion. La informaciéon obtenida en las
pruebas piloto puede también utilizarse en los analisis; esto dependera de la
calidad de los datos obtenidos. En el Recuadro 5 se brindan recomendaciones
generales paralos grupos focales.

Recuadro 5. Preparacién y conduccion de grupos focales

B Tener criterios claros sobre a quiénes se invitard a participar en un grupo focal.
= Explicar la dinamica de trabajo al grupo focal.

EEE conducir el grupo de tal forma que todos los participantes puedan expresar sus
ideas.

I ser sensible a situaciones de incomodidad de los participantes y reforzar la
confianza en el trabajo que se esta realizando.

= proveer agua, café y alimentos de ser necesario y como una forma de crear un
ambiente propicio para el desarrollo de la actividad.

Antes de continuar con la descripcion de los siguientes métodos, es necesario
abordar el tema del muestreo, sobre todo cuando se esta haciendo una investi-
gacion de caracter interpretativista. Como se ha insistido, el disefio de una
investigacion depende de sus objetivos. El tipo de muestreo, asimismo,
dependera de las preguntas de investigacion que se tengan. Cuando se busca
obtener la vision de una comunidad o un grupo social y que las distintas mira-
das surjan en la investigacion, se recomienda utilizar muestreos al azar para
conducir las entrevistas apropiadas. Si el tema de investigacion se relaciona
con algun problema especifico, por ejemplo, la gestion de una unidad de mane-
joparala conservacion de la vida silvestre (UMA), se requiere la identificacion
de lo que se conoce como "informantes clave" que se pueden definir como
aquellas personas que tienen el conocimiento sobre los temas particulares de
investigacion (Patton 2002). Pueden considerarse como expertos de campo y
convertirse en muchas ocasiones en coautores de un estudio ya que ayudan al

investigador a entender el escenario debido a que poseen informacion rele-
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vante, ademas de gozar de la confianzay prestigio de su comunidad (Sanchez-
Serrano 2004). En estos casos y muchos otros en la investigacion interpretati-
vista, se utiliza el muestreo "bola de nieve" que consiste en que un informante
clave puede identificar e introducirnos con otros informantes clave. El tama-
o de muestra se determina cuando la informacion vertida en las entrevistas
se repite. Es decir cuando se llega a una saturacion de los datos obtenidos. Es
cuando se puede decidir que se ha logrado colectar la informacién necesaria
para construir las descripciones y explicaciones buscadas (Taylor y Bogdan
2010).

Revision documental

Los documentos son una fuente importante de informacién. Ademas de que
en toda investigacion se incluye una revision de la literatura cientifica sobre el
tema especifico que se trabaja, en investigacion social, los documentos (con-
cebidos como productos de las sociedades humanas) se pueden analizar de
forma sistematicay constituir una fuente de datos en si misma.

Encuestas

La encuesta es también uno de los métodos mas utilizados en ciencias socia-
les (Lopez 1998) y quizas al que mas han recurrido los bidlogos y otros cienti-
ficos naturales interesados en abordar aspectos sociales relacionados con la
conservacion (Drury et al. 2011). Lo anterior debido a que es un método que
permite cuantificar y algunos de los pasos metodoldgicos para su uso, requie-
ren de conocimientos de estadistica que se comparten con las ciencias natura-
les. No obstante, desde hace décadas (Lewis 1946), se le ha criticado porque
puede producir resultados superficiales sobre los fendmenos sociales, siendo
lo anterior no un problema del método en si, sino de como se ha utilizado y se
le ha sobrevalorado debido a que proporciona resultados facilmente repre-
sentables a través de diversas formas graficas. A la vez que permite que se
realicen analisis comparativos, en ocasiones de gran complejidad.

Las encuestas son generalmente cuestionarios de preguntas cerradas y pare-
ceria que son faciles de construir ya que se requiere formular preguntas que

serespondan de manera dicotomica (con opciones de respuesta: si o no; si me
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gusta, no me gusta; si estoy de acuerdo, no estoy de acuerdo) o dando de ante-
mano a las personas a encuestar, opciones de posibles respuestas. El proble-
ma surge cuando las opciones dadas por un investigador, no son las respues-
tas que necesariamente daria una persona si se le preguntara lo mismo de
manera abierta. Aunque dificil de ver, lo que sucede en muchas ocasiones es
que se hacen preguntas que solamente confirman o no, lo que un investigador
piensa o cree que es una respuesta. Para que una encuesta se pueda disefiar
apropiadamente, deben conocerse con profundidad los contextos histoéricos,
sociales y culturales de los grupos a investigar (Drury et al. 2011). Para lograr
esto, se recomienda realizar estudios previos exploratorios utilizando méto-
dos de corte cualitativo como los descritos antes. Asimismo, es recomendable
realizar pruebas piloto que contemplen que las personas opinen de manera
abierta sobre lo que se esta preguntando. Cabe resaltar, no obstante, que las
encuestas son un buen método cuando se busca colectar informacion especi-
fica como por ejemplo, para caracterizar un grupo social (edades, escolaridad,
oficios, actividades econémicas realizadas) o cuando se busca conocer aspec-
tos especificos como el tamafio de parcelas agricolas o de terrenos dejados

Recuadro 6. Preparacion y levantamiento de encuestas

W Explicar por escrito o de forma oral a los sujetos de estudio, para qué se hace la
encuesta.

I Asegurar que el lenguaje utilizado es el adecuado (necesario conocer a los grupos
de estudio)

Utilizar las técnicas de muestreo apropiadas de acuerdo con los andlisis que se
realizaran a los datos.

Formular preguntas por temas y en un orden légico (de lo general a lo particular
o de acuerdo a eventos cronoldgicos por ejemplo).

Al igual que en las entrevistas, disefiar las preguntas de tal forma que no exista
sesgo.

Asegurar que las opciones de respuesta estan sustentadas en conocimientos
previos sobre los contextos sociales de los sujetos de estudio.

Tener claro las técnicas de analisis de datos (pruebas estadisticas) que se
utilizaran.
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como areas de conservacion, el nimero de veces que se va a un rio a acarrear
agua o a lavar ropa, por dar algunos ejemplos. En el Recuadro 6 se brindan
recomendaciones generales paralarealizacion de encuestas.

Otro aspecto que se debe abordar y que concierne alos métodos antes explica-
dos es la triangulacion. Esta es una forma de asegurar el rigor en la colecta de
datos y consiste en verificar la informacion obtenida a través de cotejar datos
provenientes de diversas fuentes, obtenidos por mas de un investigador, o
datos que se obtienen mediante diferentes métodos (Cantrell 1996). Estos
procesos de verificacion incrementan la credibilidad de las descripciones y
explicaciones que se construyen.

El analisis de datos cualitativos

Los datos cualitativos son esencialmente textos producto de las notas de cam-
po, las transcripciones de entrevistas individuales y grupales o los propios
documentos. Cabe sefialar, no obstante, que son también datos cualitativos
imagenes como dibujos, fotografias o grabaciones en video. Aunque existen
programas de computo que facilitan el procesamiento de datos cualitativos,
es importante aclarar que estos programas son solamente herramientas de
apoyo. A diferencia de los programas estadisticos que realizan pruebas y arro-
janresultados duros, en el analisis de datos cualitativos es el propio investiga-
dor quien realiza los analisis (interpretacion). Las herramientas de computo
son un apoyo técnico muy util en el analisis riguroso de datos (Dey 1993).
Nosotros recomendamos el programa Atlas.ti (www.atlas.ti.com) cuyo forma-
to es amigable y facil de utilizar.

El procedimiento basico para el analisis de datos es leer linea por linea un
texto e identificar cuales son los significados expresados en dicho texto, qué
se responde en relacion conlo que se pregunto6 y de acuerdo con los objetivos
particulares del estudio. Este tipo de analisis es inductivo ya que a partir de los
datos se construyen las categorias y los patrones que describen y explican el
fenémeno bajo estudio (Patton 2002). Lo importante de estos analisis es per-
mitir que las ideas o respuestas emerjan de la revision detallada linea por
linea. De esta revision se construyen categorias o codigos que reflejan las
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ideas encontradas. Y con las categorias, se hacen usualmente diagramas en
donde se ubican las categorias en un espacio bidimensional y se les relaciona
entre si obteniendo una especie de “mapa conceptual”. Los diagramas son una
forma de presentar los resultados y se acompafan de una narrativa que los
explique (ver Castillo et al. 2005b, Lopez-Medellin et al. 2011). Asimismo, los
resultados se pueden presentar en tablas e inclusive en graficos que utilicen la
frecuencia de citas (es decir, el niimero de fragmentos de texto a partir de los
cuales se construyeron las categorias). Para llevar a cabo analisis de tipo cuali-
tativo, se recomienda estudiar los fundamentos y procedimientos descritos
en numerosos libros de metodologia (por ejemplo, Alvarez-Gayou 2003, Cres-
well 1998, Tarrés 2004, Taylor y Bogdan 2010). Como se mencion6 al inicio,
este capitulo busca brindar un panorama muy general sobre los métodos de
investigacion social.

Investigacion - accion participativa

Con base en fuertes criticas a la investigacion social por su poca contribucion a
resolver problemas concretos enfrentados por las sociedades, surgieron duran-
te las ulltimas décadas, propuestas para hacer investigacion vinculada con pro-
cesos de accion social para la construccion de soluciones (Chambers 1983). Se
enfatiza en estas criticas la poca atencién dada al entendimiento de los proble-
mas enfrentados por grupos marginados (Chambers 1983, Lewis 1946).

La investigacion accidon participativa parte de reconocer que son las personas
que viven una situacién determinada quienes pueden identificar los proble-
mas para los cuales se requiere realizar algiin diagnostico y que estas perso-
nas debeny pueden ser parte del proceso de investigacion (Salazar 2006). Esto
como una forma de contribuir a elevar sus niveles de conciencia sobre su pro-
piarealidad, alavez que adquieren capacidades para valorar su propio conoci-
miento y generar nuevo conocimiento que es util para ellos, sus familias y sus
comunidades (Alcocer 1998). En temas relacionados con la vida silvestre, exis-
te en México una experienciavasta sobre métodos de diagnostico participativo
usados principalmente en contextos rurales y urbanos marginales (GEA 1993).
Larealizacion de talleres es una de las principales formas de construir conoci-

mientos de manera participativa. Cabe resaltar que involucrarse en trabajos
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de investigacion accion participativarequiere de aceptar compromisos con los
sujetos con quienes se trabaja que deben cumplirse y que los tiempos para
llevar a cabo este tipo de proyectos, deben ser acordes con las vidas de estas
personasy que los investigadores deben acoplarse a estas circunstancias.

Podemos recomendar, no obstante, el uso de talleres tanto para proyectos de
caracter participativo, como para proyectos de investigacion mas convencio-
nal enlos que se busque compartir conlos sujetos de estudio los resultados de
las investigaciones realizadas (Recuadro 7). Asi como para verificar si las
interpretaciones de la realidad de las personas hechas por los investigadores
coinciden con las visiones de estas personas, lo anterior como una forma de
triangulacion. Compartir con las personas o grupos sociales el proceso de
investigacion, sin embargo, deberia ser siempre parte integral de cualquier
proyecto que busca contribuir a mejorar las relaciones entre los grupos huma-
nosylavida silvestre.

Recuadro 7. Preparacion y facilitacion de talleres (participativos y otros)

B Definir a quiénes se invitara a participar e invitar a las personas a través de los
medios locales: carteles, altavoces, radio, entre otros posibles.

I Coordinar el equipo de trabajo (presentador, facilitadores si se trabajara por
equipos, relatores)

W Asegurar que se utiliza lenguaje accesible para los participantes. Explicar con
claridad cudles son los propdsitos del taller, qué actividades se realizaran y
cuanto tiempo durara el taller.

B Ofrecer agua y/o comida (dependiendo de la duracién del taller).

W Sj se grabara en audio o video, obtener el permiso de los participantes.

Consideraciones finales

Incluir la investigacion social en los trabajos que abordan problemas relacio-
nados con la problematica enfrentada por la vida silvestre, es cada vez mas
reconocido como un aspecto esencial para construir visiones integrales de
estos problemas. Son los estudios que entretejen la informacion bioldgico-
ecologica de las especies, con aquella que describen y explican las relaciones
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que las sociedades establecen con dichas especies y sus habitats, los que pro-
porcionan panoramas mas complejos y sobre los cuales es posible nutrir la
toma de decisiones. Para diseflar intervenciones que contribuyan a disminuir
y mitigar el deterioro ambiental y que promuevan el transito hacia sociedades
responsables de los ambientes naturales, es necesario comenzar con entender
las necesidades, visiones, motivaciones y entendimientos de los diversos gru-
pos sociales que conforman nuestra propia especie. Esperamos que este capi-
tulo logre despertar y fortalecer un interés por asomarse y adentrarse al vasto
mundo de las ciencias sociales y las importantes aportaciones que puede
hacer parala conservacion,usoy manejo sustentables de la vida silvestre.
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