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RESUMEN

Este estudio evalua el estado de salud de cinco especies (125 individuos) de aves marinas de
las Islas Galapagos incluyendo al piquero de patas rojas (Sula sula), fragata comun (Fregata
minor), pajaro tropical (Phaethon aeretheus), gaviota de cola bifurcada (Creagrus furcatus) y
pardela de Galapagos (Puffinus subalaris) de la colonia de Punta Pitt, San Cristdbal, durante
la temporada seca del 2016. Los rangos y tendencias para las variables de hematologia y
bioquimica analizadas estan dentro lo esperado para especies saludables. Las Unicas
particularidades fueron las siguientes. La ligera acidosis (pH 7.29 + 0.06) y los niveles
elevados de lactato (4.19 + 1.3 mmol/L) encontrados en el piquero de patas rojas. Se
investigo la relacién de la condicién corporal con las variables hematoldgicas y bioquimicas;
en el caso del pajaro tropical se asocié con la cantidad de proteina total sanguinea, y en la
fragata con lactato. Se reportan diferencias significativas en la condicidon corporal entre
hembras y machos de fragata (t=2.76, p=0.011). Ademas, esta fue la Unica especie que
presentd prevalencia (32%, n= 25) parasitaria para Haemoproteus sp. Los individuos
infectados presentaron valores significativamente elevados de presion parcial de CO; frente
a individuos no infectados (t=2.09, p=0.048). Los valores de hematologia y bioquimica
sanguinea se reportan por primera vez para el pajaro tropical y la pardela de Galdpagos. Los
valores reportados en este estudio proveen informacion de linea base que seran una
herramienta para detectar cambios en la salud de las comunidades de aves marinas de
Galapagos en el futuro.

Palabras clave: Sula sula, Fregata minor, Phaethon aeretheus, Greagus furcatus, Puffinus
subalaris, bioquimica sanguinea, hematologia, gases sanguineos, salud, Haemoproteus, aves
marinas, Galapagos.



ABSTRACT

This study evaluates the health status of five species (125 individuals) of seabirds in the
Galapagos Islands including red-footed booby (Sula sula), great frigatebird (Fregata minor),
tropic bird (Phaethon aeretheus), swallow-tailed gull (Creagrus furcatus) and Galapagos
shearwater (Puffinus subalaris) from the Punta Pitt colony, San Cristébal, during the dry
season of 2016. The ranges and trends for the hematology and biochemical variables
analyzed are within what is expected for healthy species. The only peculiarities were the
following. Mild acidosis (pH 7.29 + 0.06) and elevated lactate levels (4.19 + 1.3 mmol / L)
were found in the red-footed booby. The relationship between body condition and
hematological and biochemical variables was investigated, in the case of the tropic bird it
was associated with the amount of total blood protein, and for the frigatebird with lactate
values. Significant differences were reported in body condition between females and males
of frigatebird (t = 2.76, p = 0.011). In addition, this was the only species that presented
parasitic prevalence (32%, n = 25) for Haemoproteus sp. Infected individuals had significant
elevated CO, partial pressure values against uninfected individuals (t = 2.09, p = 0.048).
Hematology and blood biochemistry values are reported for the first time for the tropic bird
and the Galapagos shearwater. The values reported in this study provide baseline
information that will be a tool to detect changes in the health of Galapagos seabird
communities in the future.

Key words: Sula sula, Fregata minor, Phaethon aeretheus, Greagus furcatus, Puffinus
subalaris, biochemistry, hematology, blood gases, health, Haemoproteus, seabirds,
Galapagos.
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INTRODUCCION

El estado de salud de las aves marinas es cambiante, a nivel mundial, con un notable
deterioro en los ultimos afios (Croxall et al., 2012; Paleczny et al., 2015). Se puede atribuir
este cambio a la condicion en la que se encuentran los ecosistemas marinos (Croxall et al.,
2012; Sydeman et al., 2012; Mallory et al., 2010) producto de los efectos acumulativos de
factores antropogénicos y del cambio climatico (Halpern et al., 2008; Hoegh-Guldberg &
Bruno, 2010). En las aves marinas se han reportado desde efectos drasticos como muerte
por inanicion generada por la obstruccion del aparato digestivo con plasticos (Pierce et al.
2004), hasta otros sutiles y sub letales a nivel fisiolégico (Mallory et al., 2010). Existe
evidencia del aumento de niveles basales de corticosterona en pingliinos asociados a visitas
turisticas (Ellenberg et al., 2007). Hay efectos inmunoldgicos en los perfiles de leucocitos y
radios de heterdfilos: linfocitos asociados con estrés crénico (Davis et al., 2008; Vleck et al.,
2000) y contaminantes (Wayland et al., 2002). Ademds, la emergencia de nuevos pardsitos y
la expansion del rango de los ya conocidos se predicen efectos del cambio climatico (Downs
and Steward, 2015). Ante estas circunstancias es necesario aportar al conocimiento de linea
base fisioldgico y bioquimico sanguineo para discernir entre los parametros de individuos
saludables y enfermos (Mallory et al., 2010). La comprension de la condicidn corporal y de la
funcidon inmunoldgica en las dinamicas poblacionales de los animales silvestres también

permite conocer el efecto de decisiones de manejo (Downs & Stewart, 2015).

En el caso de Islas Galapagos, las comunidades de animales silvestres se encuentran
afectadas por el crecimiento poblacional humano, turismo creciente, inadecuada
planificacion regional (Walsh et al., 2010), presencia de contaminantes (Alava et al., 2014),

especies invasivas, enfermedades como la viruela aviar (Wikelski et al., 2004) y parasitos
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como Philornis downsi en los pinzones de Darwin (Fessl et al., 2006). Existen reportes de
adenovirus en los albatros de Galapagos de la isla Espafola (Padilla et al., 2003);
microfilarias en el cormoran no volador de Galdpagos y pingliinos de las islas Isabela y
Fernandina (Siers et al., 2010; Merkel et al., 2007); Haemoproteus en gaviotas de cola
bifurcada (Levin et al., 2012), piqueros de patas azules, (Lee-Cruz et al., 2016), fragatas
comunes y piqueros de patas rojas (Padilla et al., 2006). La condicidn de salud de las aves
marinas de Galapagos ha sido estudiada solamente en la colonia de la Isla Genovesa (Padilla
et al. 2006), con resultados similares a los de las comunidades de aves marinas de Hawaii
(Work, 1996). Adicionalmente reporta la prevalencia de Haemoproteus sp. para fragata,
piquero de patas rojas y gaviota de cola bifurcada; y efectos de estrés fisioldgico en fragatas

infectadas.

Este estudio buscd contribuir al conocimiento de la condicion de salud de las aves
marinas de Galdpagos mediante la medicidn y analisis de multiples variables de bioquimica
sanguinea. Estas variables permitieron establecer el estado general de salud de alrededor
del 25% de las especies de la comunidad de aves marinas de Galapagos. La informacién
obtenida permitira entender cobmo se encuentra esta comunidad frente a otras con una
historia natural diferente. Ademas, permitird entender cdmo cambian las comunidades de

aves marinas de Galapagos ante eventos futuros.

A continuacion, se detalla como se ejecutd la evaluacidn del estado de salud de la

comunidad de aves marinas de Punta Pitt, San Cristobal.
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METODOS

Este estudio se realizé en el Islote Pitt (042'14.3"S, 89 014'54.3"W)) y Punta Pitt (0°42'36.88
"S, 89° 15'12.02" 0O) al noroeste de la isla San Cristdbal (Fig.1) en el Archipiélago de
Galapagos. Se accedid al sitio de muestreo via maritima desde Puerto Baquerizo Moreno,
alli se establecié un campamento temporal. Se realizé la coleccidon de muestras en la colonia
de anidacién de piqueros de patas rojas (Sula sula) y fragatas (Fregata minor) cercana a
Playa Blanca en el oeste de Punta Pitt; se muestred pajaros tropicales (Phaethon aeretheus),
gaviotas de cola bifurcada (Creagrus furcatus) y pardelas de Galapagos (Puffinus subalaris)
en el Islote Pitt. La coleccidn de muestras se realizé en la temporada seca entre el 26 de

junioy el 2 de julio del 2016.

Fig. 1. Mapa de ubicacion geogrdfica de
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Todas las aves fueron capturadas manualmente y durante todo el proceso se mantuvieron
los ojos cubiertos y el pico ligeramente cerrado. Previo a la toma de sangre se realizé una
evaluacién fisica de los individuos y se registr6 temperatura corporal (cloacal), ritmo

cardiaco (lpm) y frecuencia respiratoria (rpm). Todas las muestras de sangre se obtuvieron
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de una puncién en la vena braquial con jeringas heparinizadas de 1 mly 3 ml (20G x 38mm)
dependiendo del tamafio del ave. Se obtuvo una muestra sanguinea de ~1 ml y se realizo
consecutivamente dos frotis sanguineos, analisis de lactato usando tiras de ensayo en un
analizador Lactate-Plus y se corrid un cartucho CG8+ de iSTAT para el analisis de gases y
valores bioquimicos que incluyen Na**, K*, iCa, Glucosa, pH, presidn parcial de CO;, presion
parcial de Oy, TCO2*, HCO3', Beect', sO2*, hematocrito y hemoglobina. La sangre restante fue
almacenada en tubos Eppendorff que se mantuvieron en refrigeracion hasta regresar a los

laboratorios.

Las medidas del registro morfométrico fueron realizadas por la misma persona para evitar
obtener sesgos metodoldgicos. Las medidas registradas con el uso de un calibrador digital
fueron longitud de tarso; longitud, ancho y profundidad de pico; y en el caso de las gaviotas
de cola bifurcada se registré tamano extendido de pico. Con un flexdmetro se determiné la
longitud de ala y utilizando pesolas de diferente capacidad se determind el peso. Antes de
ser liberados se marco el pico para evitar la recaptura y de cada individuo se obtuvo cinco
plumas pectorales para ser analizadas por la técnica de isdtopos estables. Ademas, se
colecté aceite de la glandula uropigial en viales estériles para analizar la presencia de
contaminantes pldsticos. Ambos andlisis ajenos a la extension de este proyecto de
titulacién. Una vez finalizada la obtencién de muestras se regresd los individuos a los sitios

encontrados.

Los analisis de laboratorio se realizaron en las instalaciones del Galdpagos Science Center-
UNC Chapel Hill (GSC) y en el Hospital Docente de Especialidades Veterinarias de la
Universidad San Francisco de Quito. Los analisis realizados fueron conteos estimados de

células blancas con el procedimiento de Newman et al. (1997) modificado con un objetivo
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de 100x; conteos diferenciales de células blancas (Work, 1996); evaluacion de parasitos del
género Haemoproteus como indica Padilla et al. (2006); hematocrito y proteina total (Anexo

A). Finalmente, las muestras fueron almacenadas -20 °C en el GSC.

Antes de realizar los analisis estadisticos todos los resultados fueron testeados para los
requerimientos de los analisis paramétricos. Se utilizé el test de Shapiro-Wilks para evaluar
normalidad y el test de Levene para homocedasticidad. Los conteos estimados de leucocitos
al ser variables porcentuales fueron transformados con arcoseno raiz cuadrada para
alcanzar los requerimientos de los anadlisis paramétricos. Se calculd el coeficiente de

variacion en todos los resultados.

La Prueba t de Student fue usada en fragatas para determinar diferencias dadas por el sexo
y diferencias entre individuos infectados y no infectados con Haemoproteus para los valores
hematoldgicos de Leucocitos estimados, Heteréfilos, Eosindfilos, Linfocitos, Monocitos,
Basofilos, Radio Heterdfilo/Linfocito, Proteina Total Manual, Hematocrito; los valores
bioquimicos de Hemoglobina, pH, TCO,, HCO3", presion parcial de CO,, presidn parcial de O,
Beecr", sO2* Na**, K*, iCa, Glucosa y Lactato; y la condicién corporal. Las variables que no
cumplieron las condiciones de pruebas paramétricas fueron analizadas con el Prueba U de

Mann-Whitney.

En todas las especies se calculd la condicion corporal como el residual de la regresion lineal
entre la masa y el tamano del ala, de esta forma se controld el efecto de la variacién del
tamafio de los individuos (Labocha & Hayes, 2012; Lormeé et al., 2003). Esta ultima es la
medida morfométrica que mejor refleja el tamafio como una medida lineal en aves marinas
en general (C. Valle comunicacion personal). Se evalud la relacion de la condicién corporal

con los valores de hematologia y quimica sanguinea con regresiones lineales. Se utilizé el
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coeficiente de correlaciéon de Pearson para las especies cuya condicién corporal como
variable de prediccién cumplio las condiciones para analisis paramétricos, en caso contrario

se utilizé el coeficiente de correlacion de Spearman.

Se realizd el analisis de covarianza ANCOVA en fragatas para determinar diferencias entre

sexo tomando en cuenta el efecto de la condicidn corporal como covariante.
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RESULTADOS

Se obtuvieron 125 muestras de sangre de individuos adultos de cinco especies de
aves marinas de Punta Pitt; codificados como piquero de patas rojas (RFBO), fragata comun

(GFB), pdjaro tropical (RBTB), gaviota de cola bifurcada (STG) y pardela de Galapagos (GSW).

Los valores de hematologia y quimica sanguinea se reportaron como media,
desviacion estandar, valores minimos y maximos (Tabla 1 y 2). Los conteos diferenciales de
leucocitos se visualizan en un grafico de barras (Fig. 2). El resto de variables hematoldgicas
se presentan en diagramas de caja (Fig. 3, 4 y 5), al igual que las variables bioquimicas (Fig.
6-14).

Tabla 1. Media, desviacidn estdndar y rango para valores hematolégicos de la comunidad de
aves marinas de Punta Pitt. El tamafio de la muestra es 31 piqueros de patas rojas, 25

fragatas con 8 hembras y 17 machos, 21 pdjaros tropicales, 28 gaviotas de cola bifurcada y
19 pardelas de Galapagos.

Especie Piquero Fragata comun Pajaro Gaviotade Pardelade
de Patas (GFB) Tropical Cola Galapagos
Roja (RBTB) Bifurcada (GSw)
(RFBO) (STG)
Leucocitos Hembras Machos
X+ DS
(min-max)
Heterdfilos % 4131+ 28.46 26.25 + 2950+ 3474+ 52.16 + 50.61 +
12.22 + 7.08 13.13 10.01 10.83 14.78
(12-68) 11.49  (13.5-32) (12- (19-56) (30.5-76) (11-78.5)
(12- 56.5)
56.5)
Linfocitos % 50.10 + 38.04 38.06+ 3433t 40.39 44 + 15.45
13.03 t 38.0t 15.72 12.44 12.06 (15.5-86.5)

(23-78) 15.17 14.95 (19.5-  (13-64)  (19-66)
(16-  (16-66.5) 74)

74)
Eosinéfilos % 530+ 3212 3431+ 31.09% 29.12+ 598+541 0.72+1.43
3.58 + 11.21 12 16.56 (1-30.5) (0-6)
(1-17)  11.62 (19-52.5)  (10.5-  (2-62.5)
(10.5- 56)
56)

Monocitos % 3.88 134+ 137+ 132+ 181+ 1.39+0.99 1.86+0.94




17

GFB

GSW

RBTB
Especies

Ll
RFBO

STG

2.21 0.85 0.92 0.85 1.32 (0-4) (0.5-3.5)
(1-10) (0-3.5)  (0.5-3) (0-3.5) (0-4.5)
Basofilos % 0.0968+ 0.06 0.125 % 0.029 £ 0x0 0.071 0.028 =
0.3 0.17 0.232 0.121 (0) 0.22 0.12
(0-1) (0-0.5) (0-0.5) (0-0.5) (0-1) (0-0.5)
Leucocitos 454194+ 3660+ 38125+ 3588.24 3328.57 3928.57% 3283.3 ¢
Estimados 1122.86 637.7 891.92 +494.82 +480.77 1097.76 719.68
(2600- (2700- (2700- (2800- (2600- (2700- (1300-
7600) 5700) 5700) 4500) 4400) 7600) 4400)
Het/Linf 0.939+ 0.944 0.85+ 0.99 + 1.13¢ 153+09 1.39+0.86
0.508 * 0.52 0.66 0.46 (0.46-4) (0.13-4.03)
(0.17-2.4) 0.609 (0.2-1.91) (0.16- (0.425-
(0.16- 2.2) 2)
2.20)
Hematocrito 18.75 + 58.03 56.29 £ 59+ 483 + 475+ 49.86 +
Manual (%) 6.61 +9.56 8.83 10.66 9.67 11.31 11.44
(12.5- (42.5- (45-72.5) (42.5- (30-65) (35-77.5) (35-70)
27.5) 75) 75)
Hematocrito 30.71 % 37.72 39.13 ¢ 37.06 £ 38.81+ 3254+ 3342+
(iSTAT) % 4.44 *+3.66 4.67 3.01 3.52 3.59 4.49
(19-37) (31- (32-46) (31-42) (30-44) (25-39) (27-43)
46)
Proteina Total 37.75 % 43.07 41.14 4475 £ 47.56 £ 4371 43,57 £ 6.7
9.8 +7.99 5.93 9.52 11.71 4.37 (34-51)
(26-50) (33- (36-53) (33-63) (32-67) (36-50)
63)
Prevalencia - 0.28 + 0.06 + 0.38+ - - -
Haemoproteus 0.435 0.18 0.48
(0-1) (0-1) (0-1)
! i ) ) Fig. 2. Grdfico
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Tabla 2. Media, desviacion estandar y rango para valores de gases y quimica sanguinea de la
comunidad de aves marinas de Punta Pitt. El tamafio de la muestra es 31 piqueros de patas
rojas, 25 fragatas con 8 hembras y 17 machos, 21 péjaros tropicales, 28 gaviotas de cola

bifurcada y 19 pardelas de Galapagos.

Especie Piquero Fragata comun Pajaro Gaviota Pardela de
de Patas (GFB) Tropical de Cola  Galapagos
Roja (RBTB) Bifurcada (GSW)
(RFBO) (STG)
Analitos Hembras  Machos
X+ DS
(min-max)
Hemoglobina  10.45 12.82 ¢ 13.30 ¢ 126+ 13.21+ 11.06 11.36 ¢
(g/dL) 1.5 1.25 1.57 1.03 1.19 1.23 1.53
(6.5- (10.5- (10.9- (10.5- (10.2-15)  (8.5-13.3)  (9.2-14.6)
12.6) 15.6) 15.6) 14.3)
pH 7.29 736+ 7.34 7.36 7.37+0.09 7.38+0.6 736t
(Temperatura 0.06 0.07 0.08 0.076 (7.24-7.67) (7.21- 0.07
Corregida) (7.15- (7.22- (7.26- (7.22- 7.48) (7.24-
7.37) 7.51) 7.47) 7.51) 7.50)
Beec" -10.03 + -3.84 + -4.63 -3.47 t -7.29 -7.44 + -12 +3.83
(mmol/L) 3.17 4.78 2.72 5.52 3.97 2.99 (-18-(-4))
(-17-(-4))  (-14-8) (-8-1) (-14-8) (-12-2) (-15-(-1))
TCO; 1696+ 22.16+ 22+185 2224+ 181+3.48 1759+ 13.33 ¢
(mmol/L) 3.07 4.04 (20-25) 4.79 (12-26) 2.21 2.97
(10-23) (12-32) (12-32) (13-23) (8-19)
sO," (%) 81.6+ 74.96 + 73.13 ¢ 75.82 + 88.62 + 90.15 + 91.11+
9.37 12.46 15.69 11.07 6.88 4.35 4.31
(60-94) (49-97) (49-97) (60-97) (68-97) (76-95) (77-95)
HCOs5* 16.05+ 21.12+ 20.72 £ 213+ 1735+ 16.79 £ 12.73 £
(mmol/L) 2.83 3.94 1.79 4.66 3.41 2.15 2.89
(9.9- (11.8- (18.4- (11.8-  (11.9-25.4)  (12.1- (7.7-18.7)
21.5) 31.2) 23.6) 31.2) 21.7)
Presion 36.25 ¢ 38.14 39.71¢ 37.39¢+ 30.95 ¢ 29.23 + 22.85t
parcial de CO, 11.9 6.77 6.73 6.86 6.58 4.6 4.58
(mmHg) (21-87)  (23.2-  (28.4-49)  (23.2- (14-40.7) (19.4- (15.1-
49.7) 49.7) 41.3) 33.2)
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Presion 62.17 £ 51.60 51+ 51.88+ 69.52 ¢ 7214 73.89t
parcial de O, 10.93 19.04 18.86 19.69 15.93 8.86 9.52
(mmHg) (49-83)  (32-105)  (32-88)  (37-105)  (45-106) (59-92) (57-89)
Na**(mmol/L) 143.65+ 141.72+ 14275+ 141.24+% 141.38 145.29 + 147.37
8.5 3.22 3.49 3.07 3.58 2.79 4.29
(125- (138- (138- (138- (131-146) (138-150) (139-155)
179) 148) 148) 148)
K* (mmol/L) 404 £ 3.86t 398+ 3.79¢ 3.57+£0.52 3.16¢ 4,67
0.33 0.62 0.743 0.57 (2.7-5.4) 0.33 1.16
(3.3-4.8) (3-5.7) (3.3-5.7) (3-5.3) (2.5-3.9) (3.1-7.7)
iCa (mmol/L) 0.99 % 1.09+ 1.13 + 1.08 + 1.08+0.2 1.04 + 131+
0.22 0.136 0.09 0.15 (0.48-1.3) 0.14 1.31
(0.45- (0.61- (0.92- (0.61- (0.69- (0.7-6.67)
1.38) 1.28) 1.22) 1.28) 1.27)
Glucosa 226.39+ 273,52+ 28175+ 269.65% 318.14 + 313.68 £ 285.58 +
(mg/dL) 42.31 29.37 26.1 30.76 42.88 38.13 42.66
(121- (202- (239- (202- (231-429)  (219-399)  (191-381)
307) 311) 311) 311)
Lactato 419+ 3.28+ 296 343+ 347+154 2375 371+
(mmol/L) 1.3 0.95 0.94 0.95 (1.2-6.6) (1.7-4) 1.36
(2.3-7.5) (1.8-5.6) (1.8-4.2) (2.3-5.6) (1.8-6.3)
Hemoglobina y Proteina Total Sp. de Punta Pitt
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Fig. 7. Diagrama de
caja de pH de aves las
marinas de Punta
Pitt.
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Fig. 13.
Diagrama de
caja de potasio
(K), calcio ionico
(iCa) y lactato
(Lact) de las aves
marinas de Punta
Pitt.

Fig. 14. Diagrama
de caja de glucosa
de las aves
marinas de Punta
Pitt.
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El coeficiente de variacidon calculd la variabilidad respecto de la media obtenida para cada
una de las variables hematoldgicas y bioquimicas presentadas. La variabilidad incluye la
variacién natural, que ocurre en los sistemas bioldgicos, y el error de medicidén ya sea por
medicién manual o mecanica (iSTAT o Lactate Plus). Las variables con los coeficientes de
variacion mas altos, superiores al 20%, en todas las especies son los valores de conteos
diferenciales de leucocitos realizados por medicidon manual. En el pdjaro tropical, gaviota de
cola bifurcada y pardela de Galdpagos los valores de lactato también presentan alta
variacién, superior al 28%. Las variables sodio y pH medidas con iSTAT presentaron un
coeficiente de variacion menor al 10% en todas las especies, a excepcién de los piqueros de
patas rojas para pH. Las medidas de variables bioquimicas realizadas mediante iSTAT tienen

una menor variabilidad que las variables hematoldgicas realizadas manualmente.
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Se encontrd diferencias significativas entre hembras (n=8) y machos (n=17) de los individuos
de fragata comun, Unicamente para la condicion corporal (t=2.76, p=0.011) (Fig.2). No se

encontro diferencias para ninguno otro valor hematoldgico y bioquimico sanguineo.

Fig. 15. Diagrama de caja
500007 para la condicion corporal
& entre hembras (n=8) y machos

(n=17) de fragatas.
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Se encontrd la presencia de parasitos morfolégicamente similares al género Haemoproteus
sp. (Fig. 3) en 8 de los 25 individuos de fragatas y en ninguna otra especie, equivalente al

32% de prevalencia parasitaria.

Fig. 16. Gametocito de Haemoproteus sp. en
eritrocito de fragata. ! .

A.'!
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Ademas, en los frotis sanguineos de fragata se encontré heterdfilos con granulacién toéxica
(Fig.17) y altamente vacuolizados (Fig.18), ambos signos de reaccién del sistema inmune

ante una infeccion.

-

»
.
A

X
L

Fig. 17. Heterdfilo citotdxico de fragata. Fig. 18. Heterdfilo vacuolado de fragata.

Existe significancia estadistica entre individuos infectados (n=8) y no infectados (n=17)

Unicamente para la presion parcial de CO», (t=2.09, p=0.048), (Fig. 4).

50.07 —_—

Fig. 19. Diagrama de
caja para la presion
parcial de CO; (mmol/L)
para individuos
infectados (n=8) y no
infectados (n=17) con
Haemoproteus sp
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30.07
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No se encontrd ninguna relacion significativa entre la condicion corporal y las variables de

hematologia y quimica sanguinea para las especies piquero de patas rojas, gaviota de cola

bifurcada y pardela de galapagos.

Los individuos de pdjaro tropical a través de una correlacion de Spearman tuvieron una

relacion estadisticamente significativa positiva entre las variables condicidn corporal del ave

y proteina total medida manualmente (n=9; rs =.728; p =.026), (Fig 5).

60—

TP

a0+

40

Q

R Sq @Ginear = 0.002

30

0.00
Body_Con

T
200.00

T
400.00

Fig. 20. Regresion
lineal entre condicion
corporal y proteina
total (TP) (n=9) para
pdjaros tropicales,
R2=0.002.

En los individuos de fragata mediante una correlacion de Spearman se encontré una

relacion estadisticamente significativa negativa entre la condicidn corporal del ave y la

variable de respuesta lactato (n= 25, rs =-.523; p = .007), (Fig. 6).
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Fig. 21. Regresion
lineal entre
condicion corporal y
lactato (n=25) para
fragatas, R2 =0.148.
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 5q Linear = 0.148
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T T T
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No se encontrd ninguna diferencia significativa en los valores de hematologia y quimica

sanguinea entre sexos de fragata controlando el efecto de la condicién corporal.
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DISCUSION

Los parametros hematolégicos de las aves tienen un amplio rango dado por las
diferencias entre las especies de este grupo y pueden fluctuar por factores intrinsecos
(edad, género) y extrinsecos (estacion, ritmo diurno o nocturno). Al momento de obtener
informacidn fisioldgica, el ambiente y el manejo de los individuos pueden generar variaciéon
en los resultados (Samour, 2006); por esta razén los valores hematoldgicos reportados son
una referencia y no un absoluto, estos reflejan la condiciéon de un grupo de individuos bajo

circunstancias especificas.

Los resultados presentados representan el estado de salud de la comunidad de aves
marinas de la Isla San Cristdbal, localidad Punta Pitt, durante la temporada seca del 2016

evaluados a través de los valores de hematologia y quimica sanguinea.

Los valores de hematologia y quimica sanguinea de esta investigacidén son los primeros
reportes para las especies pajaro tropical (Phaethon aethereus) y pardela de Galapagos
(Puffinus subalaris). Se evalué la condicidon utilizando el ave del trépico de cola roja
(Phaethon rubricauda) y la pardela del Pacifico (Puffinus pacificus) de la comunidad de aves
marinas de Hawaii (Work, 1996). Las especies de este estudio comparten las tendencias de
valores hematoldgicos de la comunidad de Hawaii, siendo los valores de linfocitos y
heterdfilos los leucocitos mas abundantes, seguidos por eosindfilos. Sugiriendo que se

encuentran igual de saludables que especies similares, pero con diferente historia natural.

Los valores de conteos diferenciales de leucocitos, hematocrito manual, glucosa, calcio
idnico, Na** y K*; reportados en este estudio para las especies fragata comun, piquero de

patas rojas y gaviota de cola bifurcada son similares a los reportados para la comunidad de
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aves marinas de la Isla Genovesa (Padilla et al., 2006), con ciertas observaciones. La especie
fragata comun de Punta Pitt reporta valores elevados de eosindfilos (32.12% *+ 11.62) en
comparacion con los valores para la poblacién de la Isla Genovesa (17.9% + 2.7) (Padilla et
al.,, 2006). Los eosindfilos corresponden a células del sistema inmune que poseen en el
citoplasma granulos con enzimas que atacan a parasitos (Abbas et al., 2012); valores
elevados en una muestra sanguinea coinciden con accidn parasitaria. Si bien en ambas
poblaciones se reporta el parasito Haemoproteus sp., cabe la observacién que la prevalencia
parasitaria en el caso de la poblacién de Punta Pitt (32%) es superior al de la poblacién de la
Isla Genovesa (29.2%). Al ser evaluados fisicamente los individuos no mostraron ninguna
sefial de patologia, puede atribuirse a que el nivel de parasitemia aun es bajo para observar
efectos perjudiciales (Work & Rameyer, 1996). La presencia de Haemoproteus no tiene que
necesariamente generar efectos en la sobrevivencia de los individuos, como ha indicado
Knutie et al (2013) en Columba livia. No se encontrd ninguna diferencia significativa para los
valores de hematologia entre individuos infectados (n=8) y no infectados (n=17) con
Haemoproteus sp., al igual que Work & Rameyer (1996). Lee-Cruz et al. (2015) indica que el
aumento en estos valores suele suceder con altos niveles de parasitemia. Por otra parte, al
analizar los valores de bioquimica sanguinea, el valor de la presion parcial de CO; es
utilizado en el diagnéstico de desbalances acido-base en el cuerpo y el aumento de este
valor esta relacionado con acidosis respiratoria (Harr, 2006). No se han reportado efectos
directos de Haemoproteus sp. en los valores de la presion parcial de CO;, pero hay evidencia
de un mayor consumo de glucosa por parte de eritrocitos infectados con Haemoproteus

(Manwell & Loeffler, 1961) lo cual podria generar desbalances a nivel bioguimico.
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La presencia de Haemoproteus sp. ha sido evaluada en diferentes especies de fragatas
(F. magnificens en Madsen et al., 2007.; F. andrewsi en Quillfeldt et al. (2010)). Para la
fragata comun (F. minor) de Galapagos se ha identificado la especie Haemoproteus iwa y su
vector hipobdscido Olfersia spinifera (Levin & Parker, 2012). Se han reportado diferentes
niveles de prevalencia parasitemia de H.iwa en la fragata comun; 35% en Hawaii (Work &
Rameyer, 1996) y 69% en isla de Navidad (Merino et al. 2012). Dentro del archipiélago
también se ha reportado prevalencia de Haemoproteus. sp en las tértolas de Galdpagos
(42.3%), gaviotas de cola bifurcada (15.8%), piqueros de patas rojas (8.7%) (Padilla et al.
2006) y piqueros de patas azules (33-83%) (Lee-Cruz et al., 2015). La prevalencia parasitaria
de Haemoproteus sp. puede variar de acuerdo con la forma de evaluacion, como reporta
Lee-Cruz (2015) al no haber encontrado ninguna sefial del parasito en frotis sanguineos de
piquero de patas azules. Sin embargo, al realizar identificacion por medio de PCR la

prevalencia parasitaria se encontré entre el 33 y 83%.

Para las fragatas de este estudio, no se encontraron diferencias dadas por el sexo
para ninguno de los valores de hematologia y quimica sanguinea; aunque si han sido
reportados en la literatura mayores niveles de fosforo y calcio en hembras (Work, 1996;
Padilla et al., 2006). La diferencia significativa en la condicién corporal entre hembras y
machos podria explicarse en que las hembras invierten mayor tiempo de incubacidon que

machos (Dearborn, 2011).

Los valores de gases sanguineos son los primeros reportes para las especies de este
estudio en las islas Galapagos, por lo cual no existen pardmetros para ser cotejados. El
piquero de patas rojas es la Unica especie en presentar ligera acidosis sanguinea, es decir un

valor de pH < 7.35, (7.28 + 0.56). No es posible realizar un diagndstico diferencial para
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determinar el origen de la acidosis, sea metabdlica o respiratoria. Sin embargo, es
importante recalcar que posee el segundo valor mas bajo de BEew* (-10.033 + 3.16), y el
valor mas elevado de lactato (4.197 + 1.3) de las especies analizadas. Entre las causas de
una acidosis metabdlica son el aumento de ketonas, lactato, uremia o toxicidad (Waddell,

2012; Harr, 2006).

Respecto de la condicidon corporal analizada con las variables hematolégicas vy
sanguineas, en el caso del pdjaro tropical la correlacién de la condicidn corporal y la
cantidad de proteina total en el plasma es positiva (n=9; rs = .728; p = .026). Esto indica que
cuando mejora la condicién corporal de los individuos también aumenta la cantidad de
proteina total. En mamiferos, la cantidad de proteina total en plasma es un indicador del
estatus nutricional de un individuo (Madhuvanthi &Lathadevi, 2016). En aves, ha sido
sugerida como otra forma de evaluar la condicién corporal (Dawson & Bortolotti, 1996). Por
ejemplo, la espatula comun (Platalea leucorodia) también ha reportado correlaciones
positivas de la cantidad de proteina total de plasma con la condicién fisica del individuo (de
le Court, et al. 1995). En fragatas al analizar toda la poblacién se obtuvo una correlacion
negativa entre la condicidn corporal y los valores de lactato (n= 25, rs = -.523; p = .007). La
correlacién negativa indica que cuando mejora la condicién corporal disminuye la cantidad
de lactato. El lactato es un metabolito de la via metabdlica anaerdbica, cuando la demanda
metabdlica del tejido no se logra a través de la respiracion aerdbica se genera un aumento
en la concentracion del lactato (Rathee et al., 2016), entre algunas razones como efecto de
actividad fisica intensa. El cuerpo regresa a homeostasis por accién del higado y rifiones
para evitar la acumulacién de acido lactico que genera acidosis lactica. Valores elevados de

lactato en individuos con una condicién corporal deficiente, podria sugerir funcionamiento
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deficiente de ambos drganos (Hochleithner, 1994). En este caso la correlacién indica lo

contrario, los individuos con mejor condicién corporal tienen los menores niveles de lactato.
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CONCLUSIONES

Desde un punto de vista general, las aves de la comunidad de Punta Pitt mantienen sus
valores dentro de rangos estables para los valores de hematologia. En el caso de la fragata
comun los individuos con infeccion por Haemoproteus sp. aparentemente no exhiben
muestras de fisicas de enfermedad, pero pueden ser reservorios asintomaticos. Es
importante mantener el monitoreo de parasitos ya que las fragatas se desplazan a lo largo
de los mares tropicales y al igual que las aves migratorias que pasan por las Islas Galdpagos
pueden portar otras enfermedades. Una evaluacién de la salud en diferentes temporadas
puede contribuir a conocer si hay un efecto por la disponibilidad del vector Olfersia
spinifera. Cabe recalcar que reportar valores de quimica sanguinea permitirdn entender la

interaccidn parasito-huésped en animales de vida silvestre.

La técnica de andlisis quimico sanguineo por medio de iSTAT, es una de las mejores
alternativas para obtener informacion in situ y con el menor efecto en los animales ya que
para su analisis es necesario menos de 1 ml de sangre para obtener los valores de

bioquimicos.

Los conocimientos fisioldgicos de las especies de aves marinas de Punta Pitt permitirdn
entender con mayor profundidad y de forma mas acertada, los efectos de eventos
naturales, cambio climatico, enfermedades y contaminacion ambiental que experimentaran

las aves marinas de Galdpagos.
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ANEXO A: MATERIALES

1. Obtencion de muestras y analisis en campo

Captura de aves.

e Guantes de cuero
e Baston
e Pafuelo

e Marcador

Evaluacion de aves in situ

e Termdmetro veterinario
e Reloj

e Estetoscopio

Toma de muestras de sangre

Jeringas Imly 3ml

e Agujas hipodérmicas 20 G x 38 mm
e Heparina de sodio (1 mg/mL)

e Alcohol

e Placas de frotis

e Tubos Eppendorfde 1 mL

e Enfriador portatil

e Paquetes de hielo
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Andlisis sanguineos in situ

e iSTAT
e Cartuchos CG8+ para iSTAT
e Analizador de acido lactico Lactate-Plus

e Tiras de ensayo para analizador Lactate-Plus

Registro morfométrico

Flexdmetro

Calibrador digital

Pesolas de 50 g, 100 g, 500 g, 1000 g y 2500 g.

Bolsas de tela, grande y pequeiia

Toma de muestras de plumas

e Bolsas ziplock

Toma de muestras de aceite de la glandula uropigia

e Viales de vidrio estéril

e Espatula de metal estéril

2. Analisis en laboratorio

Conteo estimados y diferenciales de glébulos blancos, evaluacion de pardsitos.

e Tincion Diff Quick
e Agua destilada

e Contador de células mecanico
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e Microscopio
e Cdmara de microscopio

e Aceite de inmersion

Hematocrito

e Capilares
e Centrifuga
e C(Cera

e Tarjeta de lectura de hematocrito

El hematocrito se determind llenando del 70% al 90% los tubos de microhematocrito con
sangre por accion capilar. El extremo inferior se cerrd con cera y se procedié a centrifugar a
8 RVP durante 10 minutos. En este procedimiento la fuerza centrifuga comprimid y retiré el
plasma de las capas de células con lo cual fue posible observar tres capas; plasma en el
extremo superior, eritrocitos compactados en el extremo inferior y en medio la capa
leucocitaria. Se utilizé una tarjeta de lectura de hematocrito para obtener el valor final

(Weiser, 2012).

Proteina Total
e Refractémetro

La proteina total fue medida por medio de refractometria utilizando la columna de plasma
del tubo de microhematocrito. Se quebrd el tubo y se colocd la porcidn de plasma sobre el
refractdmetro. El tubo se sostuvo de forma que la luz natural pase por el prisma con la

muestra de plasma y la luz refractada se lea en la escala del refractometro (Weiser, 2012).
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ANEXO B: IDENTIFICACION DE LEUCOCITOS.

1. Linfocitos

Incluyen a las células T, que regulan el sistema inmune; las células B, que producen
anticuerpos; vy las células NK, que eliminan células infectadas con virus (Abbas et al., 2012).
Tienen una forma redonda a irregular, que puede variar de grande a pequefia (Thrall et al.,
2012). Es clave para su identificacion tomar en cuenta el alto radio nucleo:citoplasma. La
forma del nucleo es redonda con color morado, presenta mayor coloracién la cromatina
apretada y reticulada que se observa en linfocitos maduros (Thrall et al., 2012). El
citoplasma varia en cantidad desde escaso en los bordes a abundante, tiene apariencia
homogénea sin granulos o vacuolas. Y con una coloracién que varia de palido azul a azul.

Los linfocitos grandes pueden confundirse con monocitos, pero se pueden diferenciar por el
radio nucleo:citoplasma. Los linfocitos pequefios pueden confundirse con trombocitos de
citoplasma escaso. Los linfocitos aviares se caracterizan por poseer proyecciones
irregulares.

Linfocito con citoplasma escaso de piquero Linfocito de pdjaro tropical.
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de patas rojas.

T

| U
Linfocito de pardela de Galdpagos. Linfocito de gaviota de cola birfurcada.

2. Monocitos

Se caracterizan por tener actividad fagocitica y migrar a los tejidos para convertirse en
macroéfagos (Abbas et al., 2012). Tipicamente tienen una forma redonda que tiende a ser
ameboide y son el leucocito de mayor tamano (10-15 um) (Thrall et al., 2012). El nucleo
tiende a adquirir una forma de redonda a lobulada, con forma de rifién; y tiene un color mas
palido en comparacién con el de un linfocito. El citoplasma es abundante puede tener
vacuolas o granulos pequefiios ligeramente visibles, tiene un color azul grisaceo (Thrall et al.,
2012). Se pueden diferenciar de los linfocitos de mayor tamafio, por el color palido del
citoplasma.

Monocito de fragata comun. Monocito de piquero de patas rojas.
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Monocito de pdjaro tropical. Monocito de pardela de Galdpagos.

/

Monocito de gaviota de cola bifurcada.

3. Heterofilos

Poseen actividad fagocitica y se encuentran activos en lesiones inflamatorias (Abbas et al.,
2012). Tienen forma variable y pueden ser considerados redondos deformados (Claver &
Quaglia, 2009), tienden a ser especificos para cada especie (~8.8 um). El nucleo es lobulado,
puede tener de 2 a 3 Iébulos (Thrall et al., 2012). La cromatica apretada puede adquirir un
color morado que se puede encontrar detras de los granulos del citoplasma. El citoplasma
carece de color, posee granulos con lisozima que van tienen una forma elongada hasta
redonda, y con un color naranja oscuro o rojo (Thrall et al., 2012). Son el granulocito mas
abundante en la sangre.
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Heterdfilo de piquero de patas rojas Heterdfilo de péjaro tropical.

Heterodfilo de pardela de Galapagos Heterodfilo de gaviota de cola bifurcada

4. Eosinofilos
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Poseen granulos en el citoplasma con enzimas que atacan a parasitos, no se conoce del todo
su funcion (Abbas et al.,, 2012). Pueden tener tamafios similares a los heterdfilos o
ligeramente menores (~7.9 um), y también son especie especificos (Claver & Quaglia, 2009).
Poseen un nucleo lobulado, con un color mas oscuro que el de un heterdfilos, eosinofilico,
de ahi su nombre. El citoplasma es ligeramente azulado, los granulos son redondos a
ovalados y de color variable (Thrall et al., 2012). A partir de estos es posible diferenciarlos

de heterofilos.



50

Eosindfilo de fragata.

>

Eosindfilo de pajaro tropical. Eosindfilo de gaviota de cola bifurcada.

5. Basofilos
Se conoce que tienen un rol en la inflamacién aguda y en la reaccion de hipersensibilidad

tipo IV (Abbas et al., 2012). Son de menor tamafio que un eosindéfilo o heterdfilo y su nucleo
es redondo y de coloracion oscura (Thrall et al., 2012). Posee granulos de color rojo a

"@"'




Basofilo de piquero de patas rojas.
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