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“No podemos solucionar problemas
Usando la misma forma de pensar
Que utilizamos para crearlos.”

Albert Einstein



1.- RESUMEN

La sangre es un tejido involucrado en la mayoria de los procesos bioquimicos del
cuerpo cuyas variaciones ayudan a detectar lesiones 0 mecanismos alterados existentes en el
organismo, realizar un diagndstico mas preciso o monitorear enfermedades en las aves. El
proposito de éste estudio fue describir los valores hematoldgicos de Cisnes de cuello negro
(Cygnus melanocoryphus) de la colonia reproductiva silvestre de de mayor importancia de
Sudamérica.

Se obtuvieron muestras de sangre de 46 Cisnes de cuello negro clinicamente sanos, de
los cuales 17 eran inmaduros, 13 machos adultos y 16 hembras adultas, entre los meses de
junio y septiembre del 2003, en el sitio Ramsar y Santuario de la Naturaleza e Investigacion
Cientifica “Carlos Anwandter”, localizado en el rio Cruces, Provincia de Valdivia, Chile (39°
34-49* S; 73° 02-18°; 2 - 3 m.s.n.m.). Se obtuvo sangre de la vena metatarsal media y se
utiliz6 EDTA como anticoagulante. Los recuentos de eritrocitos (RGR) y leucocitos (RGB)
totales se determinaron en una camara estandar de Neubauer usando el método de Natt y
Herrick. La concentracion de hemoglobina (Hb) se analizd por la cianometahemoglobina,
previa centrifugacion. El hematocrito (VGA) se determind por el método del
microhematocrito. EI volumen corpuscular medio (VCM) y la concentracion de hemoglobina
corpuscular media (CHbCM) fueron calculados usando los valores previamente mencionados.
Los frotis sanguineos se tifieron con tinciébn de Wright para el recuento leucocitario
diferencial. Los rangos de referencia se establecieron usando la media + 2 desviacion estandar
(DE) para los valores que presentaban una distribucion normal y percentiles de 2.5% y 97.5%
para valores sin distribucion normal.

La morfologia de las células sanguineas es similar a la de otras aves, con eritrocitos
nucleados de gran tamafio y los linfocitos y heterdfilos son los leucocitos més abundantes. Los
limites de referencia para el Cisne de cuello negro silvestre son similares a los observados en
aves del mismo Orden. Los resultados obtenidos de los analisis de laboratorio fueron los
siguientes: RGR: 1.89 + 0.32 x 10° pl; VGA: 42.2 + 4.63 %; Hb: 12.72 + 2.03 g/dl; VCM:
227.8 + 37.3 fl; CHbCM: 30.1 + 2.9 g/dl; RGB: 13.2 + 3.4 x 10° pl; Linfocitos: 73 + 10 % y
9645 + 2755 pl; Monocitos: 2 — 11 % y 116 — 2555 pl; Heterofilos: 20 £ 10 % y 2658 + 1573
ul; Eosindfilos: 0 —3 % y 0 — 317 ul; y Basofilos: 0.5+ 0.7 % y 0 — 224 ul. No se observaron
hemoparasitos en los frotis examinados.

Los valores obtenidos, por primera vez para el Cisne de cuello negro en estado
silvestre, pueden ser utilizados como valores referenciales para futuros estudios fisioldgicos
y/o patoldgicos en esta especie.

Palabras Claves: Hematologia; Valores de referencia; Cisne de cuello negro; Cygnus
melanocoryphus; Valdivia.



2.-  SUMMARY

The blood is involved in most biochemical body processes and their variation helps to
detect lesions or alteration mechanisms, diagnosis and monitoring diseases in birds. The
purpose of this study was to describe hematological values of the most important free-ranging
Black-necked swans (Cygnus melanocoryphus) reproductive population in South America.

Blood samples were obtained from 46 clinically normal Black-necked swans (17
immature, 13 males adult and 16 females adult) between June and September of 2003, in the
Ramsar site and Nature Sanctuary “Carlos Anwandter” located in the Cruces River, province
of Valdivia, Chile (39° 34-49’ S; 73° 02-18’; 2 — 3 m.a.s.l.). Medial metatarsal vein puncture
was used to obtained blood with EDTA. Erythrocytes and leukocytes counts are determined in
standard Neubauer chamber using Natt & Herrick’s method. Hemoglobin concentration (Hb)
was analyzed by cyanmethemoglobin previous centrifugation. Packed cell volume (PCV) was
determinate by microhematocrit method. Mean corpuscular volume (MCV) and mean
corpuscular hemoglobin concentration (MCHC) were calculated using previous values. Blood
smears were stained with Wright stain for differential leukocyte count. Reference values were
established using the mean + 2 SD for normal distribution values and 2.5% and 97.5%
percentiles for values without normal distribution.

Blood cells morphology is similar to other birds, with large nucleated erythrocytes and
lymphocytes and heterophils as the most common leukocytes. Reference limits obtained for
free-ranging Black-necked swan are similar the ones reported in birds of the same Order.
Results obtained after laboratory analyses were: RBC: 1.89 + 0.32 x 10° ul; PCV: 42.2 + 4.63
%; Hb: 12.72 + 2.03 g/dl; MCV: 227.8 + 37.3 fl; MCHC: 30.1 + 2.9 g/dl; WBC: 13.2 + 3.4 X
10° ul; Lymphocytes: 73 + 10 % and 9645 + 2755 pl; Monocytes: 2 — 11 % and 116 — 2555 pl;
Heterophils: 20 £ 10 % and 2658 + 1573 pl; Eosinophils: 0 — 3 % and 0 — 317 ul; and
Basophiles: 0.5 + 0.7 % and 0 — 224 ul. Hemoparasites were not observed at the microscopic
examination of the stained slides.

Blood values were obtained for the first time for a free-ranging Black-necked swans. It
can be used as reference values for future physiological or pathological studies in this specie.

Keywords: Hematology; References Values; Black — necked swan; Cygnus melanocoryphus;
Valdivia.



3.- INTRODUCCION

El impacto de las enfermedades en la fauna silvestre han adquirido un mayor
protagonismo debido a que se encuentra el aumento de la incidencia o del rango de dispersion
de enfermedades aparentemente controladas y la aparicion de nuevas enfermedades (Cattan,
2000). Existen multiples signos biolégicos del cambio global conducentes a la declinacion de
la biodiversidad a través de diversos mecanismos, tales como la simplificacion y pérdida de
habitat, promocion de monocultivos, declinacidon de especies predadores con el consecuente
incremento de especies presas convirtiéndolas en potenciales plagas y vectores de patdgenos,
y la dominancia de especies generalistas por sobre las especialistas (Epstein, 2002).

Producto de cambios ambientales se reduce el hébitat disponible para las aves
congregandolas en sectores reducidos en que interactian una gran variedad de especies que no
resulta necesariamente favorable. Cambia el espectro trofico, teniendo que adecuarse a nuevas
disposiciones ambientales y, por lo tanto, a nuevos potenciales patégenos a los que
anteriormente no han estado en contacto. Dichas alteraciones provocan un efecto de mayor
agresividad en poblaciones silvestres pequefias, fragmentadas o con problemas de
conservacion y son responsables de una serie de eventos de importancia que llevan a la
extincién de la especie, tanto a escala local como global (Daszak y Cunningham, 2002), por lo
cual disminuye la diversidad animal y aumenta la vulnerabilidad a otras enfermedades
emergentes infecciosas (Epstein, 2002). Al afectar la salud de un ecosistema, se afecta la
resiliencia del ambiente y la de sus componentes, entre éstas las aves las que, producto de sus
caracteristicas gregarias, interactian regularmente con poblaciones de animales domésticos de
abasto, pudiendo crear graves problemas a la industria pecuaria. La medicina silvestre, como
herramienta para la conservacion, es probablemente la faceta menos importante al momento
de proteger una especie determinada (Cleaveland y col. 2002; Hutchins y col. 2003), pero
resulta imprescindible para el conocimiento bioldgico y fisiologico de especies que se
encuentran en problemas de conservaciéon, como también aquellas especies que habitan
ambientes de importancia ecologica.

En medicina, el fundamento del proceso terapéutico es el establecer un diagnéstico
exacto. Mientras mas precisas sean los procedimientos diagnosticos empleados, mas exacto
sera el diagnostico obtenido y maés especifica la terapéutica aplicada (Kraft, 1999). El
conocimiento de variables fisioldgicas en especies nativas chilenas es bastante escaso, por lo
que establecer el estado de salud, emitir un diagndstico y pronéstico certero o llevar a cabo
estudios de aspectos biolégicos y ecoldgicos de una especie se dificulta por la falta de
informacién clinica y por lo basico de estudios previos.

Para el estudio de una especie en particular y su posterior conservacion, es importante
tener conocimiento de los ambientes naturales que lo rodean y a las operaciones extractivas
que ocurren dentro de éstas, siendo fundamental para lograr conciliar el desarrollo productivo
con la conservacion del medio ambiente (Parada, 2000).



En Chile existen diez macrozonas para la distribucién de aves de las cuales las
relacionadas con recursos hidricos, tales como islas oceanicas, ambientes marinos y aguas
continentales, son las mas afectadas e insuficientemente representadas por el Sistema Nacional
de Areas Protegidas por el Estado (SNASPE). Estos poseen un sistema legal deficiente que no
asegura una adecuada proteccion y, ademas, una escasa produccién de informacion cientifica
(Rottman y Lopez-Calleja, 1991). Los tipos de ambiente mas estudiados en Chile son las
aguas continentales (lacustres, fluviales y salares) en donde predominan los humedales de tipo
artificial en la zona central y los de tipo marino en la zona sur (Schlatter y col., 2001). Los
humedales se definen como extensiones de marismas, pantanos, turberas y aguas de régimen
natural o artificial; permanente o temporal; estancado o corriente; dulce, salobre o salado
incluyendo las extensiones de agua marina cuya profundidad en marea baja no exceda los seis
metros (Convencion de Ramsar, 1996; Comité Nacional de Humedales de Chile, 2000). Los
humedales se cuentan entre los ecosistemas mas productivos del planeta y son hébitat de
numerosas especies de animales y plantas, siendo aprovechadas por el hombre para la
obtencidn de importantes beneficios (Blanco y Canevari, 1994; Convencion de Ramsar, 1996)
contribuyendo, en gran medida, a la biodiversidad del planeta. Las aves que habitan dichos
ambientes son buenas indicadoras de cambios ambientales por lo que su monitoreo periddico
permite detectar alteraciones en sus poblaciones, lo que es indicativo de alteraciones en sus
habitats (Blanco y Canevari, 1992).

Los humedales existentes en Chile poseen importantes valores desde el punto de vista
del bienestar humano, cientifico, turistico y natural. Uno de estos sitios es la hoya hidrografica
del rio Valdivia perteneciente a una cuenca transandina que desagiia los lagos Calafquén,
Pirehueico, Panguipulli y Rifihue. La parte final de la cuenca hidrogréfica del Rio Cruces
corresponde al Santuario de la Naturaleza e Investigacion Cientifica “Carlos Anwandter”,
protegida por SNASPE desde 1981 y reconocida internacionalmente por la Convencién sobre
los Humedales como la primera de las siete 4reas Ramsar” presentes en Chile (CONAF, 1999
Comité Nacional de Humedales de Chile, 2000).

“ Convencién Relativa a Humedales de Importancia Internacional especialmente como Hébitat de Aves
Acuéticas.



3.1. SANTUARIO DE LA NATURALEZA E INVESTIGACION CIENTIFICA
“CARLOS ANWANDTER”

El Santuario se ubica geograficamente entre los 39° 34’ y 39° 49’ latitud sur y los 73°
02’ y 73° 18’ longitud oeste, en la depresién de San José (Schlatter y Mansilla, 1998), a una
altura no superior de los 2 a 3 metros sobre el nivel del mar®, en la Provincia de Valdivia.
Caracterizada por zonas planas e inundadas producto del terremoto de 1960, el Santuario
abarca una superficie de 4.877 hectareas (Schlatter y Mansilla, 1998).

Se clasifica como un sistema estuarino (Schlatter, 1992) lo que corresponde a cuerpos
de aguas en donde la desembocadura del rio se abre a un ecosistema marino, con una salinidad
intermedia y la accion de las mareas actta como regulador biofisico (CONAF, 1999).

El Santuario, asi como la mayoria de los ecosistemas acuaticos, posee una abundante
flora acuética y palustre, capaz de sustentar a una gran cantidad de especies animales. Estas
crean un ambiente fisico, atrapan el calor, reducen el viento, estabilizan el suelo y proveen de
sustratos y alimentos para los animales. La especie vegetal de mayor abundancia es Egeria
densa (Luchecillo) siendo la dieta principal de numerosas aves acudticas la cual forma, junto a
otras plantas sumergidas, praderas de forrajeo en la superficie acuatica (CONAF, 1999).

Las caracteristicas de las aguas presentan una gran diferencia entre los meses de
invierno y verano (Tabla 1). Las concentraciones totales de fosforo, calcio, magnesio, sodio y
de metales pesados son bajas, mientras que la de compuestos nitrogenados y de solventes
organicos, principalmente el 1, 1, 2, 2 — tetracloro — etano, son notablemente altas. Ademas, se
presentan altas concentraciones de elementos contaminantes de origen agricola y pesticidas
organoclorados (Geotecnia Consultores, 1995; CONAF, 1999).

TABLA 1: Caracteristicas fisicas y quimicas de las aguas del Rio Cruces (Geotecnia
Consultores, 1995; CONAF, 1999):

Epoca Temperatura Turbidez pH Concentraciones de O2
del afio °C) (mg/l)
Invierno 8.5-10.8 Baja 6.0 10.2-104
Verano Hasta 25 Alta 6.0-6.5 8.6 —10.6

La gran productividad de plantas acuaticas y palustres ha permitido mantener un gran
numero de especies de animales, tanto herbivoros como depredadores, que las utilizan como
alimento y refugio, siendo las aves el grupo de animales mas llamativo y abundante del
Santuario. Se han registrado 119 especies de aves en el humedal y en zonas aledafias, es decir,
un 25 % de las especies presentes en Chile, siendo un lugar de reproduccion para especies con

* Com. Pers.: Ing. Wladimir Steffen, 2004. Instituto de Zoologfa, Facultad de Ciencias, Universidad Austral de
Chile.



problemas de conservacion y uno de los lugares que mantiene una de las poblaciones de aves
acuaticas mas grandes del pais, convirtiéndola en un centro de dispersion de especies que
permite el repoblamiento de otras zonas (CONAF, 1999).

Las aves que habitan el Santuario estan representadas principalmente por las familias
Ardeidae (Garzas y huairavos), Rallidae (Taguas y pidenes) y Anatidae (Cisnes, gansos y
patos) (CONAF, 1999). Los Anatidaes, junto a los Anhimidaes (Animidos o gritones) y
Anseranatidaes (Ganso overo), provienen del Orden de los Anseriformes y se dividen en dos
subfamilias: Anserinae (Patos silbones, cisnes y gansos) y Anatinae (patos) (Araya y Millie,
1996). De éstas, se encuentran Anas flavirostris (Pato jergdn chico), Anas sibilatrix (Pato
real), Anas cyanoptera (Pato colorado), Netta peposaca (Pato negro), Anas georgica (Pato
jergdén grande) y Cygnus melanocoryphus (Cisne de cuello negro), entre otras. El Cisne de
cuello negro es una de las aves mas caracteristicas y de mayor importancia del humedal, ya
que es donde probablemente se relne la poblacién reproductiva mas importante del cono sur
(CONAF, 1999), convirtiéndose en una especie indicadora del estado y condicion del humedal
(especie bandera o flag species), en una importante herramienta de investigacion y en especie
simbolo del Santuario (Schlatter, 1998).

3.2.  EL CISNE DE CUELLO NEGRO

El Cisne de cuello negro se describe como un cisne de color blanco, de tamafio
mediano con una longitud total de 110 a 124 centimetros, de cabeza y cuello negro, presencia
de caruncula frontal roja y con patas de color rosado o color carne claro, sin dimorfismo
sexual excepto el tamafio (Blake, 1977; Araya y Millie, 1996; Schlatter, 1998; Narosky e
Izurieta, 2003). Destacable por su silueta, es facilmente identificable en zonas acuaticas en
donde habita. Las crias son de color gris claro, mudando su plumaje a grisaceo con cuello
parduzco en estado juvenil (Schlatter, 1998).

En el mundo existen, ademas, otras siete especies de cisnes (Scott, 1972; Bologna,
1981): cisne vulgar o mudo (Cygnus olor), cisne negro (Cygnus atratus), cisne trompetero
(Cygnus buccinator), cisne silbador o de la tundra (Cygnus colombianus), cisne cantor
(Cygnus cygnus), cisne chico o de Bewickii (Cygnus bewickii) y cisne coscoroba (Coscoroba
coscoroba), presente en Chile.



3.2.1 Clasificacién Taxondmica:
El Cisne de cuello negro se clasifica taxonomicamente de la siguiente forma (Scott,

1972):
Reino Animalia
Subreino Eumetazoa
Phylum Chordata
Subphylum Vertebrata
Clase Aves
Superorden Neognathae
Orden Anseriformes
Suborden Anseres
Familia Anatidae
Subfamilia Anserinae
Tribu Cygnini
Género Cygnus
Especie melanocoryphus

3.2.2 Distribucion y Habitat:

El Cisne de cuello negro es el Unico representante del genero Cygnus que habita
Sudamérica (Blake, 1977). Se distribuye desde el 34° S hasta Tierra del Fuego e Islas
Malvinas (Scott, 1972; Weller, 1972) abarcando el sureste de Brasil, Paraguay, Uruguay,
Argentina y Sur de Chile (Blake, 1977; Schlatter, 1998). En Chile se distribuye desde el valle
del Huasco (Region de Atacama) hasta la Tierra del Fuego, siendo visitante casual en el
Archipiélago de Juan Fernandez y en la Peninsula Antértica (Watson, 1975; Araya y Millie,
1996; Venegas, 1991) (Figura 1).

El Cygnus melanocoryphus habita cuerpos de agua fresca, continentales (dulces o
salobres) y marinas, de baja profundidad, relativamente protegidas y tranquilas, con abundante
biomasa vegetal producto de un cierto grado de eutroficacion (Corti, 1996; Schlatter, 1998).
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FIGURA 1: Distribucién del Cisne de cuello negro en Sudamérica marcado en color
amarillo (Modificado de Schlatter y col., 2002).

3.2.3 Aspectos bioldgicos y legales:

El Cisne de cuello negro es una especie exclusivamente herbivora y oportunista,
constituyendo su dieta principalmente en Egeria densa (luchecillo) en el Rio Cruces y en Ulva
lactuca (luche) en sectores marinos (Schlatter y col., 1991a; Corti, 1996).

Es una especie denominada tradicionalmente como migratoria (Blake, 1977; Salazar,
1988) o parcialmente migratoria, documentdndose movimientos locales solamente (Schlatter y
col., 2002). Por tal motivo, se ha propuesto que el Cygnus melanocoryphus es una especie
nomadica, que varia su nimero de acuerdo a patrones estacionales de la region en que habita
como el caso de los fendmenos climaticos de El Nifio y La Nifia, que provocan movimientos
erraticos y oportunistas de cisnes y otras aves hacia lugares en que comdnmente no se



encuentran o hacia humedales més estables, lagunas interiores u oligotroficos, rios y estuarios
tanto de Chile como de Argentina (Schlatter y col., 2002; Vilina y col., 2002).

El primer censo nacional de esta especie data del periodo entre 1971 y 1972,
obteniendo como resultado una cantidad de 11.320 individuos, de los cuales mas del 95 % se
concentraban en la XII region y s6lo un 4 % se encontraban entre Santiago y Chiloé Insular
(Drouilly, 1976). En dicho estudio se censaron 54 cisnes en el Santuario del Rio Cruces. Para
el periodo entre 1982 y 1987, se estimO una abundancia minima de 627 ejemplares y una
maxima de 1.869 ejemplares en el Santuario “Carlos Anwandter”, siendo mas abundante
durante los meses de marzo y agosto (otofio — invierno) (Salazar, 1988). Entre 1985 y 1999 se
obtuvo una cifra minima en 1985 de 640 individuos y en 1997 una cifra maxima de 14.533
individuos (Schlatter y col. 2002). Para el afio 1997 y 1998 se censaron 2.356 y 3.279
individuos respectivamente (CONAF, 2000). Dichos resultados concluyen en que el nimero
de cisnes en el Santuario es altamente variable, pero tendiendo a un aumento. Se estima una
poblacioén total para el sur del cono sudamericano de unos 100.000 individuos (Schlatter y
col., 1991a; Vilinay col., 2002).

El Cisne de cuello negro es un ave esencialmente mondgama (Birkhead y Perrins,
1986), estableciendo fuertes lazos de unién en la pareja lo que concluye en el éxito
reproductivo. En condiciones de cautiverio, comienza su periodo reproductivo a los dos afios
de edad (Scott, 1972). Concentra su actividad reproductiva entre los meses de agosto y abril,
desde que comienzan a aparearse hasta la Gltima postura de huevos que, por lo general, son de
3 a 4 huevos en nidos semi - flotantes de gran tamafio ubicados en pajonales espesos al borde
de las lagunas (Goodall y col., 1951). Luego de 36 dias de incubacion las crias, de color
blanco, son de caracteristicas nidifugas permaneciendo en el nido s6lo 2 dias. Después de dos
meses cambian de color su plumaje, primero a café grisaceo y luego a blanco y permanecen
junto a sus padres hasta aproximadamente los cinco meses (Birkhead y Perrins, 1986; Salazar,
1988; Schlatter, 1998).

Legalmente, Cygnus melanocoryphus se encuentra en estado de conservacion
vulnerable en todo el pais (Rottman y LoOpez-Callejas, 1992; Glade, 1993; SAG, 1998;
Schlatter, 1998; CONAF, 2000). Se entiende por especie vulnerable a aquella especie de
fauna silvestre, que por objeto de una caza o captura intensiva, por tener una existencia
asociada a determinados habitat naturales que esta siendo objeto de un progresivo proceso de
destruccién, alteracion o contaminacién, estan experimentando un constante retroceso
numérico que puede conducirla al peligro de extincion (Glade, 1993; SAG, 1998).

Aunque es una de las especies mas abundantes del Santuario de la Naturaleza, la
informacion bioldgica y fisiologica acerca del Cisne de cuello negro es insuficiente, no
pudiendo comparar valores diferenciales de referencia entre individuos silvestres y en
cautiverio, y ain méas importante, entre animales enfermos y sanos. Debido a que los signos
clinicos en aves son siempre menos especificos y evidentes que otras clases animales,
establecer un diagndstico confiable requiere ser apoyado con métodos de laboratorio (Polo y
col., 1998; Scope y col., 2000).



3.3. HEMATOLOGIA AVIAR:

La hematologia, definida como la ciencia que estudia las caracteristicas y variaciones
de los componentes figurados de la sangre (Wittwer y Bohmwald, 1983) es frecuentemente
utilizada como indicadora de condicion nutricional y de salud en animales (Dawson y
Bortolotti, 1997). La sangre cumple diversas funciones como la absorcion y transporte de
nutrientes desde el tracto digestivo a los tejidos, el transporte de gases sanguineos desde y
hacia los tejidos, la eliminacion de productos de desechos metabdlicos, el transporte de
hormonas de glandulas endocrinas, la regulacion del contenido tisular de agua y la mantencion
y regulacion de la temperatura corporal (Sturkie, 1976). Estd compuesta por una porcion
liquida, el plasma, y por elementos figurados, los eritrocitos, los leucocitos y las plaquetas,
conformando entre el 5y el 13 % del peso vivo del animal dependiendo de la especie, edad,
sexo Yy estado fisioldgico (Sturkie, 1976; Jones y Johansen, 1972). Debido a que la sangre es
un tejido que participa en forma directa e indirecta en casi todos los procesos bioquimicos del
cuerpo, sus alteraciones ayudan a detectar lesiones 0 mecanismos alterados existentes en el
organismo (Wittwer y Boéhmwald, 1983) siendo muy utilizada para el diagndstico y monitoreo
de enfermedades en aves (Zinkl, 1986; Polo y col., 1998). Para interpretar los resultados de
laboratorio, el clinico debe compararlos con valores referenciales apropiados, por lo que debe
disponer de valores de especies en particular, los cuales, desafortunadamente, no siempre
estan disponibles (Black, 1981; Scope y col., 2000).

Existen numerosos estudios que determinan variables hematologicas referidas a aves
de produccién principalmente (Lucas y Jamroz, 1961; Sturkie, 1976; Zinkl, 1986; Awotowi y
Boohene, 1992; Bounous y Stedman, 2000). Se han realizado estudios en algunos
Anseriformes en cautiverio como Anas plathyrynchos (Hatipoglu y Bagci, 1996; Tadjalli y
col., 1996; Oyewale y col., 1998; Campbell, 2000b; Carpenter y col., 2001), en Anas
superciliosa, Chenonetta jubata y Branta canadiensis (Campbell, 2000b), en Anser albifrons,
A. domesticus y Branta sandvicencis (Gee y col., 1981) y en Cygnus buccinator (Olsen y col.,
2002). Existen publicaciones en diversas aves en cautiverio como en Psittaciformes (Hawkey
y col., 1982; Leonard, 1982; Rosskopf y col., 1982; Stoskopf y col., 1983b; Lane, 1991; Polo
y col. 1998; Campbell, 2000a; Scope y col., 2000; Carpenter y col., 2001), en Passeriformes
(Lane, 1991; Carpenter y col., 2001), en Columbiformes (Scope y col., 2002), en Galliformes
(Balasch y col.,1973; Lavin y col., 1992), en Gruiformes (Hawkey y col., 1983), en
Phoenicopteriformes (Hawkey y col., 1984a; Hawkey y col., 1984b; Peinado y col, 1992;
Merrit y col., 1996), en Charadriformes (Averbeck, 1992), en Sphenisciformes (Hawkey y
col., 1985; Villouta y col., 1997) y en Falconiformes (Balasch y col., 1976; Gee y col., 1981,
Dell’omo y Cavallina, 1996; Samour y col. 1996; Carpenter y col.,, 2001). Valores
hematoldgicos para aves silvestres aparecen esporadicamente en la literatura y no se dispone
de una completa lista de pardmetros de especies no domésticas (Gee y col., 1981). Existen
pocas publicaciones de evaluaciones hematoldgicas en ejemplares silvestres del cono sur
como en pinguino de penacho amarillo (Eudyptes chrysocomes) (Karesh y col., 1995), en
petrel gigante antartico (Macronectes giganteus) (Uhart y col., 2003) y en albatros de las
Galédpagos (Phoebastria irrorata) (Padilla y col., 2001).



Las aves han desarrollado un sistema cardiovascular altamente eficiente, para
satisfacer las demandas que su medio le exige, entregar una cantidad adecuada de oxigeno y
remover eficientemente los productos metabdlicos (Smith y col., 2000). El volumen sanguineo
en aves depende de la especie, variando desde 5 ml/ 100 g de peso a 16.3 ml/ 100 g de peso
(Black, 1981; Campbell, 1997). El valor hematolégico de un individuo, al igual que en
mamiferos, son determinados por factores genéticos, fisioldgicos y ambientales, tales como la
especie, la edad, el sexo, el estado nutricional, las variaciones estacionales, la altura y la muda
(Moye y col., 1969; Humphreys, 1978; Gee y col., 1981; Freeman, 1984; Villouta y col.,
1997; Campbell, 2000b). En anseriformes, los pardmetros hematolégicos varian normalmente
a través del afo bajo influencia hormonal y ambiental, como migraciones, época reproductiva,
muda y madurez pero no se ha descrito diferencias entre individuos de distinto sexo
(Humphreys, 1978; Campbell, 2000). EI método de captura y el tiempo transcurrido hasta la
toma de muestra es de suma importancia para evitar alteraciones en los parametros producto
del estrés de la manipulacién. Valores hematologicos normales analizados en diferentes
laboratorios pueden variar significativamente, por la toma de muestras y la técnica analitica
utilizada (Campbell, 2000a).

Los puntos de obtencion de sangre en aves son la vena yugular derecha, la vena ulnar
superficial y la vena metatarsal media, siendo ésta Gltima via comdn en aves acuéticas de
tamafo mediano a grande ya que las patas son de mas facil sujecion que las alas (Black, 1981;
Leonard, 1982; Korbel, 1990; Campbell, 1997; Bounous y Stedman, 2000).

Los valores obtenidos para cada variable, en una determinada especie y en condiciones
ambientales y de laboratorio similares se conocen como valores normales. Pero en la
actualidad se ha propuesto el término de limites de referencia, ya que sirven para comparar
mas que para expresar normalidad (Wittwer y Bohmwald, 1983). Estos limites son los mejores
para definir los limites superiores e inferiores para el 95 % de los animales de una poblacion
sana (Lumsden, 2000).

Para establecer un rango referencial se deben obtener muestras representativas de una
poblacién aparentemente sana o clinicamente normal (Lumsden, 2000; Harr, 2001). Se
considera una poblacién clinicamente normal a un grupo de individuos que pertenecen a un
lugar determinado y que encuentran sin una anormalidad obvia o macro, sin embargo es
posible que tengan alteraciones bioguimicas subclinicas no detectables (Bermes y col., 1976).
Generalmente, y por las dificultades que implica trabajar con animales silvestres se requieren
no menos de treinta e idealmente cuarenta individuos (Farver, 1997; Harr, 2001).

3.3.1 Eritrocitos

La serie eritrocitica consiste en eritroblasto, eritrocito policroméatico temprano,
eritrocito policromatico medio, eritrocito policromatico tardio, reticulocito y eritrocito
maduro (Lucas y Jamroz, 1961; Sturkie, 1976).

Los eritrocitos maduros, a diferencia de los mamiferos, son de forma ovalada, con un
nucleo central de un tamafio que varia entre 14 a 15.7 um de largo y 7.5 a 7.9 um de ancho lo



que disminuye la capacidad de deformacion de la célula (Sturkie, 1976; Zinzl, 1986;
Campbell, 1997; Smith y col., 2000). El citoplasma se tifie homogéneamente del color del la
tincion que se utilice (Lane, 1991). El nlcleo es de un gran tamafio, ocupando mayor espacio
dentro de la célula (Jones y Johansen, 1972), lo que contribuye a una concentracion de
hemoglobina menor (Zinkl, 1986) y, por lo tanto, una mayor concentracion citoplasmatica
libre y mayor viscosidad interna que en lo mamiferos (Smith y col., 2000). Los eritrocitos
inmaduros son levemente mas largos que los maduros y poseen un citoplasma con granulos y
un pequefio ndcleo condensado (Zinkl, 1986; Lane, 1991), se desarrollan mas rapidamente,
encontrando un bajo porcentaje de células inmaduras al evaluar un recuento de eritrocitos
(Lucas y Jamroz, 1961; Sturkie, 1976; Lane, 1991).

La eritropoiesis ocurre, durante el estado embrionario, principalmente en el saco
vitelino y secundariamente en la médula 6sea. A partir de los diez dias a las dos semanas de
edad, la eritropoiesis ocurre sélo en la médula dsea (Hodges, 1977; Zinkl, 1986). El estimulo
eritropoyético esta bajo control humoral, influidos por la hipoxia, la edad, el sexo y algunas
hormonas, como estrogenos y androgenos que tienden a disminuir e incrementar el nmero de
eritrocitos respectivamente. Todos estos factores producen eritropoyetina, una glicoproteina
producida en los rifiones que actla directamente sobre la médula 6sea, estimulando la
produccion de eritrocitos (Sturkie, 1976).

3.3.1.1 Hemoglobina: La hemoglobina es un compuesto orgdnico que contiene porfirina,
hematina y una proteina globular llamada globina. Cada molécula posee cuatro unidades de
hematina ligadas a cuatro globinas y a una molécula de hierro lo que da el color a los
eritrocitos y que transporta cuatro moléculas de oxigeno. Su funcién es absorber oxigeno del
aire de los pulmones y transportarlo a los tejidos. La concentracion de hemoglobina en aves se
describe como falsamente elevada en comparacion con la de los mamiferos, debido al nicleo
del eritrocito que aumenta la lectura de densidad Optica de la célula. Esto se soluciona con la
centrifugacion de la muestra sanguinea para la remocion del nacleo (Zinkl, 1986).

3.3.1.2 Volumen Globular Aglomerado o Hematocrito: Corresponde al porcentaje del
volumen total de la sangre ocupado por los eritrocitos. Esto representa la capacidad de
transporte de oxigeno que posee la sangre y constituye una respuesta adaptativa a las
necesidades de oxigeno de un individuo normal (Dawson y Bortolotti, 1997; Garcia - Baquero
y col., 2002).

3.3.1.3 Indices eritrociticos de Wintrobe: Los indices corresponden a valores obtenidos
matematicamente utilizando los resultados del recuento de eritrocitos, la hemoglobina y el
hematocrito. Los indices mas utilizados son el volumen corpuscular medio, que indica el
volumen o tamafio promedio de los eritrocitos clasificAndolos en microcitos, normocitos y
macrocitos, y la concentracion de hemoglobina corpuscular media, la cual expresa el volumen
o cantidad de hemoglobina dentro de la masa de eritrocitos, los que se clasifican en
hipocrémicos, normocromicos o hipercrémicos (Wittwer y Bohmwald, 1983).



3.3.2 Leucocitos

Los leucocitos presentes en aves se representan por las células mononucleares,
linfocitos y monocitos, que se encuentran en la sangre periférica de las aves (Campbell, 1997),
y por los granulocitos, heterofilos, eosindfilos y baséfilos. Su identificacién causa confusion
por la falta de referencias y estudios previos, y mas aln en especies exoticas y silvestres
(Lane, 1991), en especial la diferenciacion entre heterofilos y eosinofilos (Zinkl, 1986).

3.3.2.1 Células Mononucleares: Corresponden a los linfocitos y a los monocitos. Al carecer
de granulos, éstas células se dificultan para su diferenciacion, especialmente si la tincion
utilizada no entrega una buena claridad y definicion de sus nucleos (Lane, 1991).

3.3.2.1.1 Linfocitos: Junto con los heterdfilos, son los leucocitos mas comunes en la sangre
aviar (Lane, 1991). La serie linfocitaria consiste en linfoblastos, linfocitos inmaduros y
linfocitos maduros pequefios y grandes (Lucas y Jamroz, 1961). Se dividen en linfocitos
pequefios, m&s comunes y con una relacion nacleo: citoplasma mayor, y los grandes linfocitos
con una relacion nuacleo: citoplasma menor. Ambos poseen ndcleo redondeado central con
cromatina densa y un citoplasma homogéneo (Lane, 1991; Campbell, 1997). Ocasionalmente
se pueden confundir con los trombocitos o con los monocitos (Lane, 1991; Campbell, 1997).
Una reaccion linfocitaria leve a moderada se relaciona con infecciones bacterianas, mientras
gue una moderada a severa se asocia con afecciones virales y neoplasias, tales como linfomas
o linfosarcomas (Lane, 1991). La linfocitopoiesis ocurre principalmente en las estructuras
linfoides centrales, Bolsa de Fabricio y Timo, y las periféricas, bazo, tonsilas cecales y otros
tejidos linfoides intestinales. En forma secundaria ocurre en nddulos linfoides dentro de la
médula 6sea (Hodges, 1977).

3.3.2.1.2 Monocitos: Son los leucocitos de mayor tamarfio y los mas escasos, poseen un nucleo
de forma irregular o ameboidea y una cromatina reticular que lo diferencia de los linfocitos
(Hodges, 1977; Zinkl, 1986; Lane, 1991; Campbell, 1997). Contienen una mayor cantidad de
citoplasma que los linfocitos, de una tincidn méas oscura, con granulos eosinofilicos y puede
estar vacuolado (Zinkl, 1986; Campbell, 1997). Se postula que los monocitos son formados en
organos linfoides, en las mismas partes que los linfocitos, y que estarian relacionados en su
origen con los heterofilos (Lucas y Jamroz, 1961; Zinkl, 1986). La linea monocitaria consiste
en un monoblasto, monocito inmaduro temprano, monocito inmaduro tardio y monocito
maduro (Campbell, 1997).

3.3.2.2 Granulocitos: Los granulocitos se caracterizan por poseer granulos en el citoplasma y
un nucleo lobulado (Jones y Johansen, 1972). Corresponden a tres tipos de células: los
heterdfilos, los eosinofilos y los basofilos. La granulocitopoiesis ocurre en el espacio
extravascular de la médula dsea (Hodges, 1977; Zinkl, 1986). La linea granulocitica consiste
en granuloblastos o hemocitoblastos, parecidos a los eritroblastos. Luego pasa por numerosas
etapas de transformacion, metagranuloblastos, promielocitos, mesomielocito, metamielocito y
finaliza en un granulocito maduro (Lucas y Jamroz, 1961).

3.3.2.2.1 Heterofilos: Al igual que en mamiferos, conocidos como neutrofilos, son los
granulocitos mas comunes y poseen una funcion fagocitica (Lane, 1991). Son circulares con



un nucleo bilobulado y granulos eosinofilicos citoplasmaticos con cuerpos refractiles (Jonesy
Johansen, 1972; Lane, 1991; Montani, 1988; Campbell, 1997). EI niumero de heterofilos
presenta pequefios cambios en las diferentes especies, siendo indicativos de enfermedad en
algunas y en otras de normalidad (Lane, 1991). La presencia de heter6filos maduros con
granulacion toxica indican procesos toxicos, similar a los neutréfilos en mamiferos (Campbell,
1997).

3.3.2.2.2 Eosindfilos: Son circulares y contienen granulos eosinofilicos circulares y ovalados
citoplasmaticos sin cuerpos refractiles (Campbell, 1997). El nlcleo se tifie de forma mas
intensa que los demas leucocitos (Lane, 1991; Campbell, 1997). Los eosinéfilos se asocian
con reacciones alérgicas y a infecciones parasitarias (Lane, 1991). Raramente se presenta una
eosinofilia (Lane, 1991).

3.3.2.2.3 Basofilos: Los basofilos son facilmente reconocibles por ser células de menor
tamafio con granulos basofilicos y un nucleo intensamente tefiido (Lane, 1991) no lobulado,
redondo u ovalado (Campbell, 1997). La presencia de basofilos se asocia a afecciones cronicas
(Lane, 1991).

3.3.3 Trombocitos:

Los trombocitos corresponden a células nucleadas y de tamafio similar a los leucocitos
(Campbell, 1997), ovalados con dos a cuatro granulos citoplasmaticos. Cumplen una funcion
de coagulaciéon similar a las plaguetas de los mamiferos, aunque se han estudiado otras
funciones como la de fagocitosis de cuerpos extrafios y la de reemplazo de eritrocitos en casos
de anemias agudas. Las aves difieren con los mamiferos en el proceso de la coagulacion,
especialmente en el sistema intrinseco, el cual carece de los factores XI y XII de coagulacién
(Doerr y Hamilton, 1982; Zinkl, 1986). Generalmente se encuentran, en un frotis, agrupados
de dos 0 mas células (Lane, 1991; Campbell, 1997; Bertram, 1998).

3.3.4 Hemoparasitos:

Otro aspecto de interés en el estudio hematoldgico se refiere a determinar la presencia
de agentes patogenos que afectan las células sanguineas, como son los hemoparasitos, siendo
mas comunes las especies del género Haemoproteus, Trypanosoma, Plasmodium vy
Leucocytozoon (Bennet y col., 1992; Graczyk y col., 1994; Ots y Horak, 1998), éste Gltimo
causante de altas mortalidades en aves acuaticas jovenes en determinadas zonas (Campbell,
2000b). Un estudio realizado en Estados Unidos con 75 cisnes trompeteros, arrojo que un 35%
presentaba Haemoproteus mettiomis, dos muestras positivas a Plasmodium circumflexum y
una positiva a Leucocytozoon simondi (Bennet y col., 1981).

Para establecer el niumero de eritrocitos y de leucocitos en una muestra de sangre se
emplea el método de recuento de Natt y Herrick (Stoskopf y col., 1983b; Pierson, 2000). Para
determinar la distribucion de los diferentes tipos de leucocitos se emplea la tincion de
Romanowsky como Wright’s, Giemsa o la combinacion de ambos (Stoskopf y col., 1983b;



Campbell, 1997). Esta informacidn provee al clinico una posible alteracion o falta de respuesta
de la médula 6sea (Lane, 1991; Campbell, 1997).

3.4  HIPOTESIS.

Por lo anteriormente expuesto, la importancia del Cisne de cuello negro como especie
bandera del Santuario de la Naturaleza e Investigacion Cientifica “Carlos Anwandter” vy
primer sitio Ramsar de Chile en donde se ubica la colonia reproductiva de mayor importancia
de Sudamérica, este estudio de caracter descriptivo plantea las siguientes hipotesis:

Hi. La captura, obtencion de muestras sanguineas y estudio hematoldgico es realizable en
Cisnes de cuello negro.

H,. Los valores hematol6gicos entre machos y hembras, asi como entre adultos e inmaduros
son significativamente diferentes.

Hs. Los cisnes de cuello negro presentan parasitos sanguineos.
Para aceptar o rechazar las hipdtesis anteriormente sefialadas se realizo el estudio con
los siguientes objetivos para determinar valores hematolédgicos de referencia para el Cygnus

melanocoryphus en estado silvestre:

1. Capturar cisnes de cuello negro en estado silvestre y obtener una muestra sanguinea
para su posterior analisis.

2. Establecer los valores del niumero de eritrocitos, la concentracién de hemoglobina, el
volumen corpuscular medio, la concentracién de hemoglobina corpuscular media y el
numero de leucocitos totales y diferenciales

3. Describir eventuales diferencias entre individuos machos y hembras, adultos e
inmaduros.

4. Determinar la presencia eventual de hemoparasitos en frotis sanguineos.



4.- MATERIAL Y METODOS

4.1 MATERIAL

4.1.1 Material bioldgico:

Se capturaron 50 Cygnus melanocoryphus, clinicamente sanos, en el sector de “San
Ramon” del Santuario de la Naturaleza e Investigacion Cientifica “Carlos Anwandter”, Rio
Cruces, Valdivia (Figura 2), de las cuales se obtuvo 46 muestras de sangre para su posterior
analisis. Por acuerdo entre las entidades gubernamentales y los investigadores, la problematica
que implica trabajar con animales en estado silvestre, el escaso tiempo y recursos disponibles
para la realizacion de la investigacion se determiné dicha cifra de animales. Del total de
individuos, 17 fueron inmaduros menores de dos afios que pesaron 5.15 kg y midieron 105 cm
como promedio (Anexo 5), 16 fueron hembras adultas que pesaron 5.76 kg y midieron 109.88
cm como promedio (Anexo 6) y 13 fueron machos adultos que pesaron 5.8 kg y midieron
113.92 cm como promedio (Anexo 7) (Gréafico 1).
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GRAFICO 1: Relacion de sexo y edad de los ejemplares de Cisne de cuello negro
capturados en el Santuario de la Naturaleza “Carlos Anwandter”.

Las capturas se realizaron los dias 7 y 21 de junio y 3 de septiembre del 2003, entre las
10:00 y 14:00 horas. Para la captura de los cisnes se obtuvo el permiso N° 1-41/2003 del
Departamento de Proteccién de Recursos Naturales Renovables, Subdepartamento de Vida
Silvestre del Servicio Agricola y Ganadero, SAG, Santiago (Anexo 3), y para la investigacion
en el Santuario se obtuvo la autorizacion N° 108 de la Unidad de Patrimonio Silvestre de la
Corporacion Nacional Forestal, CONAF, Region de Los Lagos (Anexos 1y 2).



FOTO 1: Imagen Satelital del Santuario de la Naturaleza e Investigacion Cientifica
“Carlos Anwandter”. El Sector San Ramon, area de captura de cisnes en circulo
amarillo. Escala 1:180.000; LandSat TM; Bandas 3, 2, 1; Resolucién espacial de 30
metros; 2002 (Gentileza de Laboratorio SIG, Instituto de Silvicultura, Facultad de
Ciencias Forestales, UACH).



4.1.2 Materiales y método de captura, recoleccion de muestras y toma de datos:

Se utiliz6 para la captura un bote a motor perteneciente a CONAF y chinguillos
adaptados, consistentes en una vara de dos metros con una malla en un extremo. Una vez en el
bote, se les cubridé con un saco para la disminucion del estrés y se dejaron en reposo por
aproximadamente veinte a treinta minutos en corrales en tierra para estabilizar las constantes
fisiologicas y en donde se encontraban los materiales para la toma de muestras. Para la
obtencion de sangre se utilizé bolsas de goma con agua caliente (guateros) para provocar
vasodilatacion de la vena metatarsal media (Figura 3) y la venopuncién se realizd con jeringas
de 3y 5 ml y agujas de 21 G para cada cisne. Alcohol y Povidona yodada se utilizaron para
una mejor asepsia en el sitio de puncién. Se extrajo 1.5 ml de sangre la que se depositd en
tubos Vacutainer® con anticoagulante EDTA (Acido etilendiamino - tetracético) que se
almacenaron en una nevera con unidades refrigerantes para su posterior analisis en laboratorio.

FIGURA 3: Ubicacion de la vena metatarsal media en aves marcado en color rojo
(Schwarze, 1970).



Se procedio a la obtencion de datos de peso (en kg), sexo (macho o hembra), edad
(adulto o inmaduro), longitud total desde punta de pico hasta punta de la cola (en cm) (Anexo
4). Para la toma de estos datos se utilizd una pesa, un huincha de medir, una ficha de
anotaciones. La diferenciacion etaria se realizo por caracteristicas corporales (Fotos 2y 3) y la
diferenciacion sexual se realizé por eversion de la cloaca e identificacion de genitales. Previo
a la liberacion de cada ave, se marco en el dorso con una mezcla de acido picrico para evitar la
recaptura.

Individuo juvenil Individuo adulto

FOTO 2: Diferenciacion etaria segun caracteristicas de las carunculas nasales.

FOTO 3: Detalle de un ala de Cisne de cuello negro juvenil, con las puntas de las plumas
remiges primarias negras.

Las muestras obtenidas se trasladaron al Laboratorio de Patologia Clinica del Instituto
de Ciencias Clinicas Veterinarias de la Universidad Austral de Chile, dentro de 12 horas
después de obtenidas.



42 METODO
4.2.1 Analisis de laboratorio:

4.2.1.1 Recuento de eritrocitos (RGR): Se determiné manualmente el nimero de eritrocitos
x 10% pl por recuento en Camara de Neubauer usando el método de Natt y Herrick (Anexo
8), el cual es un método directo para el recuento de eritrocitos y leucocitos que consiste en
llenar una pipeta Thoma para eritrocitos de sangre con anticoagulante EDTA hasta la marca
0.5 y luego con diluyente 2B Metil Violeta hasta la marca 101 (Leonard, 1982; Stoskopf y
col., 1983a; Campbell, 1997; Pierson, 2000). Los eritrocitos se tifien méas claros que los
leucocitos y se realiza el recuento en cinco cuadros de 0.2 mm? (Figura 4).

4.2.1.2 Hemoglobina (Hb): Se determind la concentracion de hemoglobina en g/dl mediante
el método de la cianometahemoglobina, previa centrifugacion a 1.000 rpm para remover el
nucleo y detritus celulares. La lectura se efectud a 536 nm en el fotdmetro Hitachi 4020.

4.2.1.3 Volumen Globular Aglomerado (VGA): Se determiné por centrifugacion en tubos de
microhematocrito por 5 minutos a 12.000 rpm.

4.2.1.5 indices eritrociticos de Wintrobe: Se calcularon el Volumen Corpuscular Medio
(VCM) en fentolitro (fl) y la Concentracion de Hemoglobina Corpuscular Media (CHbCM) en
g/dl mediante las siguientes formulas, empleando los resultados del recuento de eritrocitos, Hb
y VGA:

VGA x 1000
VCM (fl) = CHbCM (g/dl) =Hb / VGA
N° de eritrocitos

4.2.1.6 Recuento de leucocitos totales: Se determind manualmente el nimero de leucocitos x
10% ul por conteo en Camara de Neubauer usando la dilucién 1:200 de Natt y Herrick para el
recuento de glébulos rojos y en la camara se cont6 los leucocitos, que se tifien mas oscuros
que los eritrocitos, en los nueve cuadrados de 1 mm® cada uno (Stoskopf y col., 1983a;
Campbell, 1997) (Figura 4). Se utiliz6 la siguiente férmula:

N° de leucocitos totales / pl = N° leucocitos en 9 cuadrados x 220

4.2.1.7 Formula leucocitaria diferencial relativa: Se determiné mediante diferenciacion de
100 leucocitos en frotis preparados en cubreobjetos de 22 x 22 mm tefiidos con tincidn de
Wright y observados bajo microscopio a 800X para la diferenciacion de heterofilos, basofilos,
eosinofilos, monocitos y linfocitos.



4.2.1.8 Formula leucocitaria diferencial absoluta: Se realizé por célculos de regla de tres
utilizando los valores del recuento de leucocitos totales y de la formula leucocitaria diferencial
relativa.

B B B

FIGURA 4: Esquema de una camara de Neubauer para el recuento de leucocitos (B) y
eritrocitos (R) en aves.

4.2.1.9 Hemoparasitos: La busqueda de Haemoproteus, Trypanosoma, Plasmodium vy
Leucocytozoon se realizaron en frotis preparados en cubreobjetos de 22 x 22 mm tefiidos con
tincion de Wright y observados bajo microscopio a 800X utilizados para el recuento
leucocitario diferencial.

4.2.2 Andlisis de datos:

Se realizé un analisis estadistico descriptivo en una planilla Excel 2000 del programa
Microsoft Office de los valores obtenidos para cada variable, calculando la media aritmética,
desviacion estandar, minima, maxima, mediana y rangos para los grupos de cisnes que se
estudiaron.

Se utiliz6 el programa Statistix 8.0 para Windows, con un nivel de significancia de p =
0,05. Para comprobar la normalidad de los datos se realizo la prueba de Skew y Kurtosis (-2 <
p < 2). Se realizo la prueba de “t” para eliminar el efecto peso (peso-edad y peso-sexo) sobre
las variables. Se aplico la prueba no paramétrica de Kruskal — Wallis de una via, para los las
variables sin una distribucion normal. A las variables con distribucion normal se les realizé un



ANDEVA y Covarianza de 2 vias y comparacion multiple, en donde prima la interaccion de
las variables y no el error, para analizar la influencia del sexo, la edad y la interaccion de
ambos. Se les realizé una prueba de Tukey a las variables en que se encontr6 diferencias
significativas (p < 0,05). Para homogeneizar todos los resultados de varianza se realizé la
prueba de Levene’s, teniendo de efecto a sexo - edad y las variables.



5.- RESULTADOS

Los resultados se presentan en forma separada, los primeros de la serie roja y luego de
la serie blanca. Los ejemplares capturados se separaron en Juveniles (machos y hembras) al no
encontrar diferencias significativas entre sexos, Machos adultos y Hembras adultas.

5.1 RESULTADOS DE LA SERIE ROJA.

5.1.1 Resultados de la linea roja en ejemplares inmaduros.

Se obtuvieron 17 muestras sanguineas de ejemplares inmaduros, de los cuales 7
correspondieron a ejemplares machos y 9 a ejemplares hembras los cuales no presentaron
diferencias entre ellos (p > 0.05). Los resultados se expresan la tabla 2 (Anexo 9). El indice
VCM no presentd una distribucion normal. La media fue siempre inferior a la mediana para
todas las variables pero siendo siempre valores muy cercanos.

TABLA 2: Valores hematologicos minimos, maximos, mediana, media y desviacion
estandar (DE) de la serie roja de 17 Cygnus melanocoryphus inmaduros del Santuario de
la Naturaleza “Carlos Anwandter”.

RGR VGA Hb VCM CHbCM

(x10%/ pI) (%) (g/dl) (fl) (g/dI)
N 17 17 17 17 17
Minima 1,48 35 8,2 169,4 23,4
Maxima 2,58 49 15,1 310,8 33,7
Mediana 2,02 43 12,6 2129 29,3
Media 2,00 41,9 12,1 213,3 28,7
DE 0,31 4,0 2,2 35,3 3,5
Prueba de
Normalidad p>0.05 p>0.05 p>0.05 p <0.05 p>0.05
RGR : Recuento de eritrocitos VGA : Hematocrito Hb : Hemoglobina
VCM : Volumen Corpuscular Medio

CHbCM . Concentracion de Hemoglobina Corpuscular Media



5.1.2 Resultados de la serie roja en ejemplares machos adultos.

Los valores hematologicos para los 13 machos adultos se muestran en la tabla 3
(Anexo 10). Se observa que los valores de la media y la mediana son bastante cercanos. Los
valores de la DE fueron similares al de los inmaduros; sin embargo, para Hb y para los indices
eritrociticos fueron menores aun teniendo un tamafio muestral inferior. El recuento de
eritrocitos y de VGA fue menor que en individuos inmaduros, mientras que los valores de Hb
y de los indices resultaron mayores, es decir, los eritrocitos son de mayor tamafio y con mayor
cantidad de hemoglobina.

TABLA 3: Valores hematologicos minimos, maximos, mediana, media y desviacion
estandar (DE) de la serie roja de 13 Cygnus melanocoryphus machos adultos del
Santuario de la Naturaleza “Carlos Anwandter”.

RGR VGA Hb VCM CHbCM

(x10% pl) (%) (g/dI) (f1) (g/dI)
N 13 13 13 13 13
Minima 1,45 35,0 9,3 134,5 24,5
Maxima 2,90 55,0 17,0 2649 32,7
Mediana 1,84 39,0 12,4 228,9 31,0
Media 1,86 41,1 12,6 225,0 30,6
DE 0,37 53 19 34,8 2,1
Prueba de
Normalidad p>0.05 p>0.05 p>0.05 p>0.05 p>0.05
RGR . Recuento de eritrocitos VGA : Hematocrito Hb : Hemoglobina
VCM : Volumen Corpuscular Medio

CHbCM  : Concentracion de Hemoglobina Corpuscular Media



5.1.3 Resultados de la serie roja en ejemplares hembras adultas.

La tabla 4 muestra la distribucion de los valores obtenidos en las 16 hembras adultas
(Anexo 11). La media fue levemente mayor a la mediana para todas las variables estudiadas,
siguiendo una distribucién normal en todos los pardmetros y con una DE mas baja que los
inmaduros y los machos adultos en RGR y Hb. Presentaron valores méas bajos de eritrocitos
que los machos adultos y que los inmaduros, mientras que los valores de VGA, Hb y de los
indices fueron superiores. Esto nos revela que los eritrocitos son de mayor tamafio, por lo
tanto hay menos células por superficie, y de mayor cromicidad, es decir con mayor cantidad
de Hb dentro de la masa eritrocitica.

TABLA 4: Valores hematologicos minimos, maximos, mediana, media y desviacion
estdndar (DE) de la serie roja de 16 Cygnus melanocoryphus hembras adultas del
Santuario de la Naturaleza “Carlos Anwandter”.

RGR VGA Hb VCM CHbCM

(x10°%/ pl) (%) (g/d1) (fl) (g/dl)
N 16 16 16 16 16
Minima 1,5 31,0 10,6 200,9 27,1
Maxima 2,2 54,0 17,7 321,4 34,7
Mediana 1,7 43,0 13,3 236,5 30,7
Media 1,8 43,4 13,5 245,6 31,1
DE 0,3 4,6 1,8 36,7 2,2
Prueba de
Normalidad p>0.05 p>0.05 p>0.05 p>0.05 p>0.05
RGR : Recuento de eritrocitos VGA : Hematocrito Hb : Hemoglobina
VCM : Volumen Corpuscular Medio

CHbCM . Concentracién de Hemoglobina Corpuscular Media



5.1.4 Resultados de la serie roja del total de ejemplares de Cisnes de cuello negro.

En la tabla 5 se presenta la media, la desviacidn estandar y los limites de referencia
inferiores y superiores utilizando el método de promedios del recuento de eritrocitos totales, el
hematocrito, la hemoglobina y los indices eritrociticos obtenidos de las 46 muestras ya que
todos los valores siguieron una distribucion normal.

TABLA 5: Media, desviacion estandar y limites de referencia para variables
hematoldgicas de la serie roja de 46 Cygnus melanocoryphus del Santuario de la

Naturaleza “Carlos Anwandter”.

Unidades n Media DE Limites de referencia

RGR x10°/ ul 46 1,89 0,32 1,24 2,54
VGA % 46 42,20 4,63 32,93 51,46
Hb g/dl 46 12,72 2,03 8,67 16,77
VCM fl 46 236,35 36,73 162,88 309,82
CHbCM g/dl 46 30,07 2,88 24,30 35,84
Prueba de Normalidad . p>0.05

Analisis de Varianza : p>0.05

RGR . Recuento de eritrocitos VGA Hematocrito Hb Hemoglobina
VCM : Volumen Corpuscular Medio

CHbCM

Concentracion de Hemoglobina Corpuscular Media



Foto 4: Apariencia de un frotis sanguineo de Cygnus melanocoryphus, con tincién de
Wright y observado a 800 X. Se observa un eritrocito inmaduro (EIl) y un eritrocito
maduro (EM)

Foto 5: Frotis sanguineo de Cygnus melanocoryphus con la presencia de Heterdfilos (H),
Linfocitos (L) y Trombocitos (T). Tinciéon de Wright y observado a 800 x.



Foto 6: Frotis sanguineo de Cygnus melanocoryphus, en donde se observa un Monocito
(M). Tincion de Wright y observado a 800 x.

Foto 7: Frotis sanguineo de Cygnus melanocoryphus, en donde se observa una agregacion
de trombocitos. Tincion de Wright y observado a 1000 x.



5.2 RESULTADOS DE LA SERIE BLANCA

5.2.1 Resultados de la serie blanca en ejemplares inmaduros.

Se presentan en la tabla 6 los valores leucocitarios de los ejemplares inmaduros
capturados y analizados (Anexo 12). El valor de la media es cercano a la mediana, excepto los
valores absolutos de basofilos y eosinofilos en que sus valores de mediana es cero. En general,
presentan una alta desviacion estandar incluso superando a la media en algunas variables. Los
valores de leucocitos totales son mayores, significativamente sin diferencias, que en adultos y
los mas numerosos son los linfocitos, seguido por los heter6filos y los monocitos. Los
eosinofilos y los basofilos fueron los mas escasos. Los valores absolutos de eosindfilos y los
relativos de monocitos no siguieron una distribucion normal (p < 0.05). No se encontr6
diferencias significativas entre machos y hembras al realizar un andlisis de varianza (p > 0.05).

TABLA 6: Valores leucocitarios minimos, méaximos, mediana, media y desviacion
estdndar (DE) de 17 Cygnus melanocoryphus inmaduros del Santuario de la Naturaleza
“Carlos Anwandter”.

Unidades n Minimo  Maximo  Mediana Media DE

RGB x10%/ ul 17 8,8 24,6 14,5 14,4 4,2
Heterdfilos % 17 3 33 19 18,9 8,6
ul 343 5880 2376 2687 1428

Basofilos % 17 0 2 0 0,6 0,9
ul 0 492 0 96 145

Eosindfilos % 17 0 3 0 0,8 1,2
ul 0 534 0 107 166

Monocitos % 17 2 11 7 6,7 2,7
ul 176 2710 825 987 607

Linfocitos % 17 53 90 74 72,4 9,4
ul 5596 19712 10395 10498 3534

RGB : Recuento de Glébulos Blancos



5.2.2 Resultados de la serie blanca en ejemplares machos adultos.

Los valores descriptivos de los ejemplares machos adultos se muestran en la tabla 7
(Anexo 13). Los valores de media son similares con la mediana excepto en los valores
absolutos de basofilos, eosindfilos y monocitos. El valor de los leucocitos es menor que en los
ejemplares inmaduros sin ser una diferencia significativa. Los leucocitos mas comunes fueron
los linfocitos, seguido por los heterdfilos y los monocitos, mientras que los eosindfilos y los
basdfilos fueron los mas escasos.

TABLA 7: Valores leucocitarios minimos, méaximos, mediana, media y desviacion
estdndar (DE) de 13 Cygnus melanocoryphus machos adultos del Santuario de la
Naturaleza “Carlos Anwandter”.

Unidades n Minimo  Maximo  Mediana Media DE
RGB x10% pl 13 9,9 15,8 13,6 13,5 17,4
Heterofilos % 13 4 40 18 19,5 10,6
pl 519 5372 2217 2646 1496
Basofilos % 13 0 2 0 0,4 0,7
pl 0 281 0 51 88
Eosindfilos % 13 0 3 0 0,5 1
pl 0 435 0 64 135
Monocitos % 13 2 24 5 6,2 6
pl 246 2640 594 807 684
Linfocitos % 13 54 91 75 73,9 10,6
ul 7089 12496 10093 9911 1846
Prueba de Normalidad : p>0.05
Anélisis de Varianza : p>0.05

RGB : Recuento de Glébulos Blancos



5.2.3 Resultados de la serie blanca en ejemplares hembras adultos.

La cifra de leucocitos totales de las hembras adultas es menor que el de los machos
adultos y de los inmaduros, pero no significativos. Al igual que los grupos anteriores, los
linfocitos fueron los leucocitos mas numerosos, seguido por los heterofilos y los monocitos,
siendo los eosinofilos y los baséfilos los mas escasos. Los resultados se observan en la tabla 8
(Anexo 14).

TABLA 8: Valores leucocitarios minimos, maximos, mediana, media y desviacion
estandar (DE) de 16 Cygnus melanocoryphus hembras adultas del Santuario de la
Naturaleza “Carlos Anwandter”.

Unid. n Minimo  Maximo  Mediana Media DE
RGB x10%/ ul 16 4,0 20,2 11,5 11,7 31,7
Heterdfilos % 16 6 45 18 21,3 10,9
ul 554 6881 1940 2637 1857
Basofilos % 16 0 2 0 0,4 0,6
ul 0 132 0 40 54
Eosindfilos % 16 0 5 0 0,8 1,4
ul 0 429 0 80 136
Monocitos % 16 1 7 3 3,4 1,7
ul 79 877 420 408 220
Linfocitos % 16 50 92 77,5 74,2 11,1
ul 3247 12751 8570 8521 2118
Prueba de Normalidad : p>0.05
Andlisis de Varianza : p>0.05

RGB : Recuento de Glébulos Blancos



5.2.4 Resultados de la serie blanca del total de ejemplares de Cisnes de cuello negro.

En la tabla 9 se establecen las unidades en que se expresan las variables de la serie
blanca y los resultados de la media, la desviacion estandar y los limites de referencia inferiores
y superiores utilizando el método de promedios en los valores que siguieron una distribucion
normal, y el método de los percentiles para establecer los limites en los valores que no se
distribuian normalmente.

TABLA 9: Media, desviacion estandar y limites de referencia para variables
hematoldgicas de la serie blanca de 46 Cygnus melanocoryphus del Santuario de la
Naturaleza “Carlos Anwandter”.

Unid. n Media DE Limites de referencia
RGB x10%/ ul 46 13191,3 3448,7 6293,7 20088,8
Heterofilos % 46 19,9 9,9 0,2 39,6
ul 2658 1572 0,0 5803
Basofilos % 46 0,5 0,7 0,0 2
ul 64 105 0,0 275
Eosindfilos % 46 0,7 1,2 0,0 3,1
ul 85 146 0,0 378
Monocitos % 46 5,4 4 2" 117
ul 735 579 115 2555"
Linfocitos % 46 73,4 10,2 53,08 93,8
ul 9645 2755 4134 15155
Prueba de Normalidad . p>0.05
f\nélisis de Varianza E’eic%r?t?l 0,025
# . Percentil 0,975

RGB : Recuento de Glébulos Blancos



5.2.5 Resultado de la serie roja de los ejemplares de Cisne de cuello negro.

En la tabla 10 se muestra los valores de la media y su desviacion estandar de la serie
roja de los 46 ejemplares capturados. No existié diferencias significativas (p > 0.05) entre los
individuos inmaduros y adultos (machos y hembras) en las variables RGR, VGA, Hb, VCM y
CHbCM.

TABLA 10: Media y Desviacion estandar (DE) de la serie roja de los ejemplares
inmaduros, machos adultos y hembras adultas de Cisne de cuello negro.

Inmaduros Machos adultos Hembras adultas
n=17 n=13 n=16
Unidades

media + DE media + DE media + DE
RGR x10%/ ul 2,00+0,31 1,86 + 0,37 18+0,3
VGA % 419+4,0 411+5,3 434+ 46
Hb g/dl 12,1+2,2 126+19 135+1,8
VCM fl 213,3+ 35,3 2250+ 34,8 2456 + 36,7
CHbCM g/dl 28,7+3,5 306 +£2,1 31,1+2,2
RGR :Recuento de eritrocitos VGA : Hematocrito Hb : Hemoglobina
VCM : Volumen Corpuscular Medio

CHbCM : Concentracion de Hemoglobina Corpuscular Media



5.2.6 Resultados de la serie blanca de los ejemplares de Cisne de cuello negro.

Los valores absolutos de la media y desviacion estandar de la serie blanca de los 46
ejemplares capturados se muestran en la tabla 11 y los valores relativos en la tabla 12. La alta
desviacion estdndar que presentan las variables analizadas se encuentran en individuos
inmaduros, machos y hembras adultos. Tal resultado puede deberse a un bajo nimero de
ejemplares capturados y analizados de cada categoria lo que hace ampliar la distribucién de
valores. Sin embargo, se presentd una constante en la clasificacion de células, siendo mas
abundantes los linfocitos y luego los heterofilos en los tres grupos, y mas escasos los
monolitos, eosindfilos y los basofilos.

TABLA 11: Media y Desviacion estandar (DE) de los valores absolutos de la serie blanca
de los ejemplares inmaduros, machos adultos y hembras adultas de Cisne de cuello
negro.

Inmaduros Machos adultos Hembras adultas
n=17 n=13 n=16
Unidades

media + DE media + DE media + DE
RGB x 10% ul 144+472 135+17,4 11,7+ 31,7
Heterofilos ul 2687 + 1428 2646 + 1496 2637 + 1857
Basofilos Ml 96 + 145 51 + 88 40 + 54
Eosinofilos ul 107 + 166 64 + 135 80 + 136
Monocitos ul 987 £+ 607 807 £ 684 408 + 220
Linfocitos ul 10498 + 3534 9911 + 1846 8521 + 2118

RGB : Recuento de Globulos Blancos



TABLA 12: Media y Desviacion estandar (DE) de los valores relativos de la serie blanca
de los ejemplares inmaduros, machos adultos y hembras adultas de Cisne de cuello
negro.

Inmaduros Machos adultos Hembras adultas
n=17 n=13 n=16
Unidades

media + DE media + DE media + DE
Basofilos % 0,7+0,9 0,4+0,7 0,4+0,6
Eosinéfilos % 08+1.2 05+10 08+14
Monocitos % 6,727 6,2+6,0 34+17
Linfocitos % 724+94 73,9 +£10,6 742 +11.1

53 RESULTADOS DE EXAMEN HEMOPARASITARIO

En ninguno de los tres grupos analizados se observd presencia de hemoparasitos del
género Haemoproteus, Trypanosoma, Plasmodium y Leucocytozoon.



6.- DISCUSION

Segun la literatura consultada, pardmetros sanguineos para Cisnes de cuello negro en
estado silvestre no han sido descritos, e informacion sobre lo mismo en anseriformes silvestres
es escasa. Por tal motivo, este estudio se encuentra entre los primeros anélisis hematologicos
de tipo descriptivo para ésta especie con un tamafio muestral apropiado. Debido a la escasa
informacién bibliografica, se realizaron las comparaciones de valores con otras aves y
trabajos de otros paises.

Las técnicas de laboratorio utilizadas para la estimacion de valores hematol6gicos en
aves difieren considerablemente (Samour y col., 1996; Polo y col., 1998; Scope y col., 2000),
por lo que se debe tener en cuenta el protocolo utilizado en el presente trabajo para futuros
estudios.

De los 46 ejemplares estudiados, se obtuvieron datos biométricos significativos para el
conocimiento bioldgico de la especie. Al determinar el sexo, peso y longitud total, tanto de
individuos adultos como de inmaduros, se logro obtener una base de dato importante para
futuros estudios.

6.1 ASPECTOS DE LA SERIE ROJA.

Con respecto al recuento de eritrocitos (RGR), los valores obtenidos en éste estudio
son similares a estudios realizados en otros Anseriformes en cautiverio (Jonson-Delaney y
Harrison, 1996; Oyewale y col., 1998). Sin embargo, estudios realizados en Anas superciliosa
y en Chenonetta jubata (Mulley 1979; 1980), en Branta canadiensis y en Anas platyrhynchus
(Shave y Howard, 1976), en Anser caerulescens (Williams y Traines, 1971) y en Branta
canadiensis, B. sandvicensis, Anser albifrons y A. domesticus (Gee y col., 1981), todos con
individuos en cautiverio, obtuvieron cifras similares que las obtenidas en éste estudio. Esto
podria explicarse porque las muestras se realizaron en meses de invierno y previo al periodo
reproductivo, en donde la temperatura influye en el sistema eritropoyético, aumentando los
niveles de eritrocitos mas que en verano (Moye, 1969; Stoskopf y col., 1983b; Campbell,
2000b). Los valores son similares a otros estudios en aves de otras familias (Gee y col., 1981;
Hawkey y col., 1983; Hawkey y col., 1984a; Hawkey y col., 1985b; Averbeck, 1992; D’Aloia
y col., 1996; Dell’Omo y Cavallina, 1996; Villouta y col.,1997) y levemente superiores en
algunas especies de otros géneros (Lucas y Jamroz, 1961; Balasch y col., 1973; Balasch y col.,
1976; Hawkey y col., 1982; Rosskopf y col., 1982; Hawkey y col., 1984a; 1984b; 1985a;
Zinkl, 1986; Lane, 1991; Lavin y col., 1992; Peinado y col., 1992; Samour y col., 1996; Polo y
col., 1998).

Dentro de las aves, la literatura reporta niveles levemente mayores en machos que en
hembras, sin existir diferencias significativas entre ambos sexos (Stoskopf y col., 1983b) lo



que coincide con éste estudio y con otras publicaciones en Anseriformes (Oyewale y col.,
1998), atribuyéndose a un efecto eritropoyético temprano de androgenos (Sturkie y Griminger,
1976; Dawson y Bortolotti, 1997). En especies que no presentan un marcado dimorfismo en
los rasgos sexuales secundarios, seria una de las causantes de la baja diferencia entre machos y
hembras (Dawson y Bortolotti, 1997; Garcia-Baquero y col., 2002). El Cisne de cuello negro
no presenta un marcado dimorfismo sexual y las pequefias diferencias morfologicas que
presentan no serian suficientes para provocar cambios significativos en los eritrocitos totales.

Los individuos fueron muestreados a nivel del mar, por lo tanto, presentan una
cantidad de eritrocitos similar a otros géneros de aves a nivel del mar (Averbeck, 1992; Zinkl,
1986). Sin embargo el Cisne de cuello negro, al realizar vuelos hacia Argentina debe superar
alturas considerables debiendo adaptarse a dicho evento. Como respuesta a la hipoxia
producida por la altura, los vertebrados responden con una policitemia, aumentando el
hematocrito y la cantidad de hemoglobina circulante, aumentando la capacidad de transporte
de oxigeno, por lo que aumenta la viscosidad y la resistencia al flujo sanguineo a través de los
capilares (Smith y col., 2000). Anas platyrynchus aumenta su hematocrito de 45%, a nivel del
mar, a 56% (5640 m.) luego de 4 semanas. Sin embargo, Anser indicus no muestra dichos
cambios (Black y Tenney, 1980). La variabilidad de respuestas de policitemia a la altura, en
éste caso para el Cisne de cuello negro, se sugiere que esta especie se adapta favoreciendo la
afinidad de la hemoglobina por el oxigeno que por sobre la produccion de eritrocitos.

Los valores obtenidos del hematocrito (VGA) son similares a los del cisne trompetero
(Cygnus buccinator), aunque present6é diferencias significativas entre edades (juveniles y
adultos). Dicho estudio obtuvo un promedio de 35.3 % de hematocrito, siendo superior en
individuos adultos (Olsen y col., 2001), lo que coincide con éste estudio. La ausencia de
diferencias significativas en éste estudio podria deberse a que ambos grupos etarios presentan
un grado similar de actividad y, por lo tanto, parecidos requerimientos de oxigeno, lo que
conlleva a una misma concentracion de oxigeno (Garcia-Baquero y col., 2002). También los
valores son similares en otros anseriformes (Gee y col, 1981; Hatipoglu y Bagci, 1996;
Tadjalli y col., 1996; Oyewale y col., 1998). Los valores son mas elevados en periodos frios o
meses de invierno, como lo demuestran los estudios de Shave y Howard (1976) y Garcia -
Baquero y col. (2002).

Con respecto a la Hemoglobina (Hb), los valores obtenidos son similares a estudios en
Anseriformes (Gee y col., 1981; Hatipoglu y Bagci, 1996). No se encontraron diferencias
significativas entre adultos y juveniles como los descritos por Oyewale y col. (1998).

Los indices de Wintrobe de éste estudio nos revelan que los eritrocitos del Cisne de
cuello negro son células relativamente grandes (macrociticas) con respecto a otras aves,
mientras que la cantidad de hemoglobina dentro de la masa eritrocitica es similar. EI tamafio
de la célula eritrocitica esta relacionado con la actividad metabodlica de la especie, sumado a su
forma eliptica y un tamafio pequefio de los corpusculos, ofrece la posibilidad de una mayor
tasa de intercambio gaseoso (Hartman y Lessler, 1963). Los valores de VCM son menores en
animales inmaduros (Oyewale y col., 1998), lo que se corrobora en éste estudio.



Con respecto a los hemoparasitos, la ausencia de parasitos coincide con estudios
realizados en otras aves, como en especies de Cygnus buccinator en la tundra norteamericana,
en que se concluye que estan virtualmente ausentes de hemoparéasitos (Bennet y col., 1992).
En 43 especies de aves de Colombia se registr6 un promedio de 2 a 3 % de hematozoos
(Valkiunas y col., 2003). Los parésitos sanguineos tienden a permanecer en estado latente en
el higado, bazo y tejido vascular durante meses frios, siendo mas dificil su pesquisa durante
ese periodo (Burr, 1983). La ausencia de hemoparéasitos, ademas, puede deberse a la ausencia
0 baja cantidad de vectores artropodos del género Aedes, Culex, Anopheles, Hippobosca,
Culicoides y Simulium en el Santuario”.

6.2 ASPECTOS DE LA SERIE BLANCA.

El total de numeros de leucocitos en Cisne de cuello negro fue similar a los valores
reportados en Anas platyrhynchus (Shave y Howard, 1976; Tadjalli y col., 1996; Hatipoglou y
Bagci, 1996) Anas superciliosa y en Chenonetta jubata (Mulley 1979; 1980), en Branta
canadiensis (Shave y Howard, 1976) y en Anser caerulescens (Williams y Traines, 1971).
Ademas los valores se encuentran dentro de los rangos de la mayoria de las aves (Peinado y
col., 1992).

Los resultados de éste estudio revelan que los leucocitos mas comunes del Cisne de
cuello negro en estado silvestre, tanto en aves inmaduras como en aves adultas, en machos
como en hembras, son los linfocitos, presentando una alta proporcion y numero de dichas
células con respecto a las demaés. Esto esta descrito para la mayoria de los anseriformes sanos,
representando entre un 60 a 70% de los leucocitos totales (Campbell, 2000) y estudios en otras
familias de aves (Polo y col., 1998). Otros autores describen a los heterdfilos como los
leucocitos mas numerosos (Hawkey y col., 1984; Lavin y col., 1992). Sin embargo, Leonard
(1982) reporto que la mayoria de las especies consideradas en su estudio presentan un alto
porcentaje de linfocitos o una linfocitosis fisiologica.

Los heterdfilos son las siguientes células mas abundantes. Campbell (2000) afirma que
representan cerca del 35% como promedio de los leucocitos totales en los anseriformes. No se
present6 diferencias significativas entre individuos de distinto sexo y edad, confirmando lo
descrito por Fairbrother y O’Loughlin (1990). El porcentaje de heterofilos disminuye en el
periodo de muda de las plumas remiges (Driver, 1981). Algunos de los ejemplares capturados
se encontraban en su periodo final de muda, lo que explicaria los bajos niveles de heterofilos.

Los monocitos, los eosindfilos y los basofilos fueron las células menos comunes. Esta
baja frecuencia estd descrita para anseriformes y otros tipos de aves (Campbell, 2000
Fairbrother y O’Loughlin, 1990; Hatipoglou y Bagci, 1996; Shave y Howard, 1976; Tadjalli y
col., 1996).

* Com. Pers.: Dr. Gerold Sievers P.; Dr. Gaston Valenzuela J., Departamento de Parasitologia, Instituto de
Patologia Animal, Universidad Austral de Chile.



El efecto del estrés por captura y transporte se describe en la literatura, con una
linfopenia y eosinopenia, un aumento de la relacion de heteréfilos / linfocitos y una basofilia
(Maxwell, 1993; Parga y col., 2001; Scope y col., 2002). Se describe un aumento de los
monocitos producto del factor estresante ruido (Maxwell, 1993). En este caso la disminucion
de linfocitos no se presento, sin embargo la eosinopenia no se pudo evaluar ya que fueron muy
escasos en todas las muestras. Se presentd un aumento de heteréfilos pero sin llegar a ser
considerable y no se observé un aumento de monocitos por el efecto ruido. Las muestras en
que se obtuvo una linfopenia y un aumento de heteréfilos, correspondieron a ejemplares que
se mantuvieron por mayor tiempo en los corrales y fueron los Gltimos en la toma de muestras,
por lo que el método de captura no influy6 en las variables sanguineas estudiadas.

Estos datos hematoldgicos descriptivos pueden ser usados como referencias para el
diagnostico de enfermedades con curso clinico en individuos de Cygnus melanocoryphus.

Al establecer estos valores se pueden utilizar como recurso para determinar eventuales
diferencias con ejemplares mantenidos en cautiverio.

Este estudio reveld valores hematologicos relativamente semejantes y la ausencia de
hemoparasitos entre individuos de diferente sexo y edad. Esto, junto a resultados de estudios
paralelos realizados con las mismas muestras (Alvarado, 2003)" nos indica que la poblacién de
Cygnus melanocoryphus del Rio Cruces es relativamente sana.

Estos valores sanguineos son el primer paso para la aplicaciéon de la hematologia como
método diagnostico de enfermedades en ésta especie. Sin embargo, se requieren de mas
estudios hematoldgicos para entender respuestas a procesos patoldgicos mas especificos o
realizar estudios durante verano, época del afio en que es probable que aumente la incidencia
de hemoparasitos. Proveen una mejor informacion acerca del estado nutricional y condicién
corporal de un individuo, de salud y de enfermedad, tanto virales, bacterianas, parasitarias y
nutricionales de las aves que conforman ésta poblacién, pudiendo extrapolarla a otras
poblaciones y a otras aves del mismo género.

* Com. Pers.: Alvaro Boettcher G., Instituto de Ciencias Clinicas Veterinarias, Universidad Austral de Chile.



6.3 CONCLUSIONES.
A partir de los resultados obtenidos, se puede concluir que:

El método de captura, el manejo de animales y los procedimientos utilizados para la
toma de muestras sanguineas son realizables y adecuados para la determinacion de valores
hematoldgicos del Cisne de cuello negro. Los valores iniciales obtenidos pueden utilizarse
como referencia para el Cygnus melanocoryphus clinicamente normales en estado silvestre,
por lo que se aprueba la hipotesis H;.

No existen diferencias en las variables hematoldgicas analizadas entre individuos
machos y hembras, ni entre adultos e inmaduros, por lo que se rechaza la hipétesis Ho.

Los ejemplares capturados carecen de hemoparasitos, por lo que se rechaza la hipotesis
Hs.
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8.- ANEXOS



ANEXO 1: Autorizacion N° 458 de la Unidad de Patrimonio Silvestre de la Corporacion
Nacional Forestal, Region de Los Lagos, Puerto Montt, para la investigacion en el
Santuario de la Naturaleza “Carlos Anwandter”.

REGION DE LOS LAGOS
U. G. PATRIMONIO SILVESTRES N° 288
U. T. PATRIMONIO SILVESTRES N° 75

N° 458.
REF.: AUTORIZA INVESTIGACION EN S.
DE LA NATURALEZA RIO CRUCES.

PUERTO MONTT: 23 MAYO 2003.

SENORES.

CALUDIO VERDUGO REYES.
UNIVERSIDAD AUSTRAL DE CHILE.
CAMPUS ISLA TEJA S/N.

VALDIVIA.

De mi consideracion:

La Corporacién Nacional Forestal Regién de Los Lagos, autoriza a la
Universidad Austral de Chile, para la realizacion de los estudios de investigacion titulado
“Valores hematoldgicos de Cisnes de Cuello Negro (Cygnus melanocoryphus, Molina 1782)
en poblaciones silvestres, Chile”, bajo las condiciones que sefiala el Reglamento para la
Realizacion de Investigaciones dentro de las Areas Silvestres Protegidas del Estado.

Sin otro particular, saluda atentamente a Ud.,

PEDRO BAHAMONDEZ BARRIA
DIRECTOR REGIONAL CONAF
REGION DE LOS LAGOS



ANEXO 2: Reglamento para la realizacion de Investigaciones dentro de las Areas
Silvestres Protegidas del Estado.

AUTORIZACION PARA INVESTIGACION
EN AREAS SILVESTRES PROTEGIDAS DEL ESTADO

CONAF X REGION
AUTORIZACION N° 110
PUERTO MONTT, 22 DE MAYO 2003

La Corporacion Nacional Forestal, X Region, representada por su Director Regional Sr. Pedro
Bahamondez Barria, autoriza al Sr. Claudio Verdugo Reyes, Investigador de la Universidad
Austral de Chile, con domicilio Campus Isla Teja s/n, Valdivia, para la realizacion del
proyecto titulado “Valores hematologicos de Cisnes de Cuello Negro (Cygnus
melanocoryphus, Molina 1782) en poblaciones silvestres, Chile” desde Mayo 2003 a
Diciembre 2003.

Los investigadores asociados son:

- Roberto P. Schlatter V.

Mediante el presente instrumento la Corporacion Nacional Forestal X Region, como
Organismo Administrador y Rector del Sistema Nacional de Areas Silvestres Protegidas del
Estado de Chile y en particular de la Reserva Nacional del Rio Cruces, Valdivia, acorde al
Reglamento de Investigaciones en el interior de estas Areas, autoriza el estudio en los
siguientes términos.

Se autoriza la realizacion de este proyecto en la Unidad del SNASPE anteriormente
mencionadas, con la salvedad que el investigador debe realizar sus actividades en terreno de
tal forma que estas causen la menor alteracion de estas areas.

Se autoriza el apoyo de Guardas de CONAF y el transporte fluvial en el sitio Ramsar, cuando
sea necesario y si éste no altera el normal funcionamiento de la Unidad, previa coordinacién
con el Encargado de la U. G. Patrimonio Silvestre de Valdivia. EI combustible debera ser
cancelado por el proyecto.

Se autoriza la captura, obtencion de muestras y devolucion a su medio de una cifra maxima de
50 individuos (Cygnus melanocoryphus).



OBSERVACIONES:

El Investigador deberd tomar contacto con el encargado de U: G. P. S. de la Zona de Valdivia,
y en su defecto con el guardaparque del sector, previo a cada visita que se realice a la Unidad
con motivos de estudio.

El Investigador deberé remitir a esta Direccion Regional cuatro (4) ejemplares de
los informes parciales y finales que surja de esta investigacion, con un plazo maximo de seis
meses después del final del proyecto.

CONAF se reserva el derecho de incorporar a uno o mas funcionarios de la institucién en las
actividades de terreno de la Investigacion.

El Investigador se compromete a respetar las normas legales y técnicas de las Areas Silvestres
Protegidas y las indicaciones que CONAF le sefiale.

En caso que el Investigador requiera algin otro tipo de apoyo, éste deberd coordinarlo
directamente con la U. G. Patrimonio Silvestre de la Décima Region en calle Amunategui
500 Puerto Montt.

CONAF, no se responsabiliza por dafios, deterioro o perdida de equipos instrumentos, que
instale el Investigador dentro de la Unidad donde se realizara el estudio, ocasionado por
causas de derrumbes, incendios, temporales, inundaciones, robo, vandalismos, sismos, 0
cualquier otra causa, para todos los efectos el Unico responsable es el Investigador.

El investigador debera estar dispuesto a realizar una charla donde se realicen los estudios, con
relacion a su investigacion, lo que deberé coordinar directamente con el administrador de la
Unidad o encargado de Zona. Ademas debera estar dispuesto a dictar otra charla al personal
técnico de CONAF si la Corporacidn lo requiere, en coordinacion con la U. G. P. S. de la X
Region en sus oficinas de CONAF en Puerto Montt, Calle Amunategui N° 500.

La presente autorizacion es sin perjuicio de las que corresponda dar a particulares de predios
privados, otros servicios o autoridades, de acuerdo, a las disposiciones legales o
reglamentarias vigentes que se establezcan y cuya tramitacion serd de exclusiva
responsabilidad del Investigador.

Durante las actividades en terreno, los Investigadores no deberan dejar desechos ni realizar
alteraciones en las Unidades que visite.

En conformidad con el compromiso contraido por la investigadora en su solicitud de
investigacion con fecha 19 de mayo 2003, éste declarara conocer y se compromete a cumplir
las normas del Reglamento sobre Proyectos de Investigacion en Areas Silvestres Protegidas
del Estado de Chile.



NOMBRE : PEDRO BAHAMONDEZ BARRIA
CARGO : DIRECTOR REGIONAL X REGION, CONAF

FECHA : 22 DE MAYO DE 2003.



ANEXO 3: Autorizacion Fauna N° 1-41/ 2003-11-14 550 del Departamento de
proteccion de Recursos Naturales Renovables, Subdepartamento de Vida Silvestre del
Servicio Agricola y Ganadero, Gobierno de Chile, para la Captura de cisnes de cuello
negro con fines cientificos

SANTIAGO, 22 agosto 2003

N° 2300 VISTOS: La solicitud del interesado de fecha 12 de junio del 2003; lo
dispuesto en la Ley N° 19.473, sobre caza; en el Decreto Supremo N° 5 de Agricultura, de
1998; la Resolucion N° 9 de 13 de enero de 1978 del Director Nacional del Servicio Agricola
y Ganadero y La Ley N° 18.755, Organica del Servicio.

RESUELVO.

PRIMERO: Autorizase al Sr. Roberto Schlatter V., ClI N°
4.773.676-5, con domicilio en el instituto de Zoologia de la Universidad Austral de Chile, y al
Sr. Claudio Verdugo Reyes, CI N° 14.131.581-1, con domicilio en la Facultad de Medicina
Veterinaria de la Universidad Austral de Chile, la captura y caza de cisnes de cuello negro
(Cygnus melanocoryphus) con fines cientificos, de acuerdo a las normas de la presente
Resolucion.

SEGUNDO: Se autoriza la captura, en forma manual o, mediante
redes y lazos, de un maximo de 50 ejemplares de cisnes de cuello negro, dentro de los limites
del Santuario de la Naturaleza Carlos Anwandter, Valdivia, a contar desde la fecha de esta
resolucion y hasta el 31 de octubre del 2004.

Se autoriza el marcaje y la toma de muestras sanguineas y
cloacales, luego de lo cual, las aves deberan ser liberadas en los mismos sitio de captura.

Se autoriza ademas, la captura y posterior eutanasia de un
méaximo de 20 ejemplares de cisne de cuello negro que presenten malformaciones o que sean
encontrados moribundos.

TERCERO: Los interesados deberdan contar ademas con la
autorizacion de la Corporacion Nacional Forestal.

CUARTO: Los interesados deberan informar por escrito, a la
oficina sectorial SAG Valdivia, las fechas precisas de captura, quienes podrén realizar el
control de las actividades si asi lo estiman conveniente.

QUINTO: EIl Sr. Schlatter, en calidad de responsable del
proyecto deberdn entregar un informe, una vez concluidas las labores de terreno, al
Departamento de Proteccion de Recursos Naturalezas del Servicio y a la Direccion Regional
SAG X Region, de las actividades realizadas, resultados obtenidos; debiendo remitir ademas,



copia de los articulos que sean publicados con los datos obtenidos en terreno, incluidos tesis y
presentaciones a seminarios.

SEXTO: Todo incumplimiento observado por parte de los
interesados a las disposiciones contenidas en las autorizaciones que se les ha otorgado sera
denunciado al Director Regional del Servicio Agricola y Ganadero, quien conocera de estos
hechos segun lo establece la Ley de Caza.

MARIO LAGOS SUBIABRE
INGENIERO AGRONOMO
JEFE DEPARTAMENTO DE PROTECCION
RECURSOS NATURALES RENOVABLES(S)



ANEXO 4: Tabla de datos de sexo, edad, peso y longitud utilizada durante las capturas
de los Cisnes de Cuello Negro en el Santuario de la Naturaleza “Carlos Anwandter”.

N° de Sexo Edad Peso Longitud
Cisne Macho Hembra Inmaduro Adulto (kg.) (cms.)
1 * * 4,7 95
2 * * 6,6 107
3 * * 4,9 97
4 * * 8 123
5 * * 5 100
6 * * 55 106
7 * * 4,9 98
8 * * 5,9 107
9 * * 53 106
10 * * 4,9 107
11 * * 54 119
12 * * 5,9 107
13 * * 4,1 104
14 * * 4,8 108
15 * * 5 104
16 * * 6,9 122
17 * * 4,5 102
18 * * 53 113
19 * * 5,9 104
20 * * 7 122
22 * * 6 114
23 * * 6 116
24 * * 3,7 100

N
o1
*
*

5,5 123




26 * * 4,7 113

27 * * 477 99
30 * * 7 121
31 * * 4,6 100
33 * * 53 118
35 * * 55 103
36 * * 6,7 113
37 * * 7 108
38 * * 6 110
39 * * 6,1 111
40 * * 6,7 112
41 * * 7,2 110
42 * * 6,8 114
43 * * 55 110
44 * * 58 109
45 * * 3,9 101
46 * * 5,2 120
47 * * 6,4 115
48 * * 5,9 108
49 * * 55 114
50 * * 4 105
51 * * 3 106
Total 19 27 17 29 255,2 5024

Promedio 5,55 109,22




ANEXO 5: Resultados biométricos de los 17 cisnes de cuello negro inmaduros
capturados en el Santuario de la Naturaleza “Carlos Anwandter”.

N° de Peso Longitud
Cisne (kg.) (cm.)
1 477 95
2 6,6 107
3 4,9 97
5} 5 100
6 55 106
7 4,9 98
17 4,5 102
22 6 114
23 6 116
27 4,7 99
31 4,6 100
33 53 118
35 5,5 103
38 6 110
45 3,9 101
49 55 114
50 4 105

Promedio 5,15 105,00




ANEXO 6: Resultados biométricos de los 13 cisnes de cuello negro machos adultos
capturados en el Santuario de la Naturaleza “Carlos Anwandter”.

N° de Peso Longitud
Cisne (kg.) (cms.).
4 8 123
9 53 106
11 54 119
12 5,9 107
14 4.8 108
15 5 104
18 53 113
20 7 122
25 5,5 123
30 7 121
42 6,8 114
47 6,4 115
51 3 106

Promedio 5,8 113,92




ANEXO 7: Resultados biométricos de los 16 cisnes de cuello negro hembras adultas
capturados en el Santuario de la Naturaleza “Carlos Anwandter”.

N° de Peso Longitud

Cisne (kg.) (cms.)
8 5,9 107
10 4,9 107
13 4,1 104
16 6,9 122
19 59 104
24 3,7 100
26 4,7 113
36 6,7 113
37 7 108
39 6,1 111
40 6,7 112
41 7,2 110
43 5,5 110
44 5,8 109
46 52 120
48 59 108

Promedio 5,76 109,88




ANEXO 8: Diluyente 2B Metil Violeta utilizado segun el método de Natt y Herrick.

Na Cl 3.88¢
Na2 SO4 25 ¢
Na2 HPO4 12 H20 291¢g
KH2PO4 0.25¢g
Formalina (37%) 7.50 ml
2B Metil violeta 0.10g
Agua destilada 1.000 ml

La solucién debe ser filtrada a través de papel Whatman N° 2 y con un pH final de 7.3.



ANEXO 9: Resultados de valores hematoldgicos de la serie roja de los 17 ejemplares
inmaduros de Cygnus melanocoryphus capturados en el Santuario de la Naturaleza
“Carlos Anwandter”.

N° de RGR VGA Hb VCM CHbCM
Cisne (x10%/ul) (%) (g/dl) (fl) (g/dl)
1 2,10 36 9,3 171,4 25,8
2 1,90 39 10,6 205,3 27,2
3 1,48 35 8,2 236,5 23,4
5 1,70 37 8,8 217,6 23,8
6 1,77 40 9,7 226,0 24,3
7 2,42 41 10,3 169,4 25,1
17 2,02 43 12,7 212,9 29,5
22 2,58 45 14,3 174,4 318
23 2,40 44 13,9 183,3 31,6
27 1,01 49 13 256,5 26,5
31 2,08 48 15,1 230,8 31,5
33 1,02 44 11,9 229,2 27,0
35 2,11 43 14,5 203,8 337
38 2,20 41 13 186,4 31,7
45 1,48 46 15 310,8 32,6
49 1,76 38 12,3 215,9 32,4

50 2,19 43 12,6 196,3 29,3




ANEXO 10: Resultados de valores hematoldgicos de la linea roja de los 13 ejemplares
machos adultos de Cygnus melanocoryphus capturados en el Santuario de la Naturaleza
“Carlos Anwanter”.

N° de RGR VGA Hb VCM CHbCM

Cisne (x10%/pl) (%) (g/dl) (fl) (g/dl)
4 1,89 38 9,3 201,1 24,5
9 1,51 40 12,4 264,9 31,0
11 1,69 43 12,8 2544 29,8
12 2,90 39 11,8 134,5 30,3
14 1,66 38 11,1 228,9 29,2
15 1,95 47 14,4 241,0 30,6
18 1,84 38 11,9 206,5 31,3
20 1,60 35 11,2 218,8 32
25 1,03 39 12,7 202,1 32,6
30 1,84 45 14,2 2446 31,6
42 1,45 37 12,1 255,2 32,7
47 2,17 55 17 253,5 30,9

51 1,82 40 12,7 219,8 31,8




ANEXO 11: Resultados de valores hematoldgicos de la linea roja de los 16 ejemplares
hembras adultas de Cygnus melanocoryphus capturados en el Santuario de la Naturaleza
“Carlos Anwandter”.

N° de RGR VGA Hb VCM CHbCM

Cisne (x10%/pl) (%) (g/dl) (fl) (g/dl)
8 1,69 41 11,1 2426 27,1
10 1,46 31 10,6 212,3 34,2
13 1,54 43 12,3 279,2 28,6
16 2,24 45 12,7 200,9 28,2
19 2,04 46 14,8 2255 32,2
24 2,06 48 15,8 233,0 32,9
26 2,03 44 13,2 216,7 30
36 1,46 43 14,6 294,5 34,0
37 1,01 45 13,9 235,6 30,9
39 1,50 42 12,5 280,0 29,8
40 1,50 41 12,5 273,3 30,5
41 1,77 42 12,8 237,3 30,5
43 2,21 45 13,5 203,6 30,0
44 2,13 43 14,9 201,9 34,7
46 1,68 54 17,7 321,4 32,8

48 1,55 42 13,3 271,0 31,7




ANEXO 12: Resultados de valores hematoldgicos de la linea blanca de los 17 ejemplares
inmaduros de Cygnus melanocoryphus capturados en el Santuario de la Naturaleza
“Carlos Anwandter”.

N° de

Cisne  Unid. Heterofilos Basofilos Eosinédfilos Monocitos Linfocitos RGB

1 % 27 0 0 7 66 100
pl 3861 0 0 1001 9438 14300
2 % 15 0 1 7 77 100
pl 2376 0 158.4 1108.8 12196.8 15840
3 % 16 0 0 9 75 100
pl 2358.4 0 0 1326.6 11055 14740
5 % 6 0 0 7 87 100
pl 871.2 0 0 1016.4 12632.4 14520
6 % 17 0 0 9 74 100
pl 2543.2 0 0 1346.4 11070.4 14960
7 % 27 0 2 2 69 100
pl 4217.4 0 312.4 312.4 10777.8 15620
17 % 24 0 0 6 70 100
pl 2798.4 0 0 699.6 8162 11660
22 % 16 0 3 11 74 100
pl 2851.2 0 534.6 1960.2 13186.8 17820
23 % 21 2 3 7 69 100
pl 2079 198 297 693 6831 9900
27 % 19 1 3 9 53 100
pl 2006.4 105.6 316.8 950.4 5596.8 10560
31 % 13 0 0 6 81 100

pl 1487.2 0 0 686.4 9266.4 11440
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ANEXO 13: Resultados de valores hematoldgicos de la linea blanca de los 13 ejemplares
machos adultos de Cygnus melanocoryphus capturados en el Santuario de la Naturaleza
“Carlos Anwandter”.

N° de

Cisne Unid. Heteroéfilos Basofilos Eosinofilos Monocitos Linfocitos RGB

4 % 13 0 1 11 75 100
ul 1973.4 0 151.8 1669.8 11385 15180

9 % 17 0 0 6 77 100
ul 1683 0 0 594 7623 9900

11 % 25 0 0 6 69 100
ul 3960 0 0 950.4 10929.6 15840

12 % 18 0 0 2 80 100
ul 2811.6 0 0 312.4 12496 15620

14 % 10 0 0 8 82 100
ul 1408 0 0 1126.4 11545.6 14080

15 % 29 0 0 2 69 100
ul 3764.2 0 0 259.6 8956.2 12980

18 % 4 0 0 6 91 100
ul 519.2 0 0 778.8 11811.8 12980

20 % 18 1 2 2 68 100
ul 2217.6 123.2 246.4 246.4 8377.6 12320

25 % 37 0 3 3 54 100
ul 5372.4 0 435.6 435.6 7840.8 14520

30 % 11 0 0 24 82 100
ul 1210 0 0 2640 9020 11000

42 % 20 1 0 5 74 100
ul 2728 136.4 0 682 10093.6 13640
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ANEXO 14: Resultados de valores hematoldgicos de la linea blanca de los 16 ejemplares
hembras adultos de Cygnus melanocoryphus capturados en el Santuario de la Naturaleza
“Carlos Anwandter”.

N° de

Cisne Unid. Heteréfilos Basoéfilos Eosinéfilos Monocitos Linfocitos RGB

8 % 13 0 0 4 83 100
pl 1601.6 0 0 492.8 10225.6 12320

10 % 28 0 0 2 70 100
pl 3203.2 0 0 228.8 8008 11440

13 % 13 0 0 3 84 100
pl 1630.2 0 0 376.2 10533.6 12540

16 % 14 0 1 4 81 100
pl 1601.6 0 1144 457.6 9266.4 11440

19 % 6 0 0 5 92 100
pl 660 0 0 550 10120 11000

24 % 17 1 0 5 79 100
pl 1832.6 107.8 0 539 8516.2 10780

26 % 11 1 0 6 79 100
pl 1273.8 115.8 0 694.8 9148.2 11580

36 % 16 1 5 2 76 100
pl 1372.8 85.8 429 171.6 6520.8 8580

37 % 40 0 2 3 55 100
pl 5104 0 255.2 382.8 7018 12760

39 % 34 0 0 3 63 100
pl 6881.6 0 0 607.2 12751.2 20240

40 % 27 0 0 7 66 100
pl 3385.8 0 0 877.8 8276.4 12540
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