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Estimada Claudia,

Esta carta presenta un estudio critico de los datos y conclusiones incluidos en el reciente informe titulado
“Estudio Sobre Origen de Mortalidades y Disminucion Poblacional de Aves Acuaticas en el Santuario de
la Naturaleza Carlos Andwanter, en la Provincia de Valdivia” presentado por la Direccion Regional
CONAMA X Region de Los Lagos y La Universidad Austral de Chile, con fecha 15 de Diciembre del
2004. Este informe presenta los primeros resultados del estudio cuyo objetivo ha sido determinar los
factores de peligro que podrian haber contribuido a la mortalidad de cisnes de cuello negro observada,
asi como el estado de salud del ecosistema del santuario de la naturaleza Carlos Andwanter.

En general, el informe presenta una gran cantidad de informacién util la cual podria ser utilizada para
desarrollar lineas de evidencia que puedan probar o refutar la influencia de factores ambientales en la
mortalidad observada. Sin embargo, es nuestra opinién que el analisis de los datos es insuficiente y por
consiguiente las conclusiones del informe son débiles y de poca utilidad para una evaluacion de los
riesgos que pudieran afectar a la poblacion de cisnes. A continuacién se detallan nuestros comentarios
sobre este primer informe de avance.

1.- Revision Bibliografica : La informacion recolectada es pertinente y completa. Sin embargo, su
presentacién e interpretacion, asi como algunos conceptos incluidos en el texto, pueden prestarse a
confusién.

Metales Pesados

a. Enla pagina 5, parrafo 3, se sostiene que “Muchos de estos metales incrementan su concentracion
en el organismo a través del tiempo (bioacumulacion) y a través de la cadena tréfica
(bioconcentraciéon).” Cabe destacar que de los metales en cuestion, los Unicos que se
bioconcentran son el mercurio y en cierta medida el cadmio. El concepto de bioconcentracion es
realmente valido sé6lo para los compuestos organicos. Por ejemplo, el mercurio se bioconcentra
solamente cuando esta presente en su estado de sal organica (metiimercurio). Ademas, el
fendmeno de bioconcentracion es irrelevante en el caso del cisne de cuello negro ya que sus
habitos alimentarios lo colocan al pié de la cadena alimenticia.

b. El texto hace referencia a dos tablas (Tablas 1 y 2 del informe) que contienen datos obtenidos de
zonas alejadas de fuentes de contaminacion y de areas “con claras evidencias de contaminacion.”
Es nuestra opinion que el uso de estos valores puede prestarse a confusion y no aporta
informacion valida para esta evaluacion a menos que se consideren otros factores, tales como
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diferencias entre especies. Por ejemplo, la concentraciéon promedio de cobre en higados de aves
recolectadas en areas contaminadas es de 978 mg/kg, mientras que es solo 59 mg/kg en areas sin
“signos evidentes de contaminacion”.

Las diferencias observadas entre distintas areas geograficas pueden ser explicadas si se toma en
cuenta las especies de aves incluidas en uno y otro grupo. Por ejemplo, en el grupo de &reas
supuestamente no contaminadas, se incluyen sélo dos valores para cisnes mudos (Cygnus olor)
de 1200 y 391 mg/kg de cobre. Los otros 24 valores son substancialmente mas bajos (18 a 138
mg/kg) y corresponden a valores obtenidos en patos, zarapitos, gansos y taguas (Fulica spp.). En
el grupo de areas “con claras evidencias de contaminacioén” se incluyen ocho valores de los cuales
cuatro corresponden a cisnes mudos, con un rango de 630 a 7170 mg/kg. Los cuatro valores para
las otras especies (pelicanos y patos) fluctian entre 16,5 y 58,8 mg/kg. Es claro que la diferencia
entre los promedios de ambas &reas no se debe al nivel de contaminacién sino que a la
composicion de especies de cada grupo. El cisne mudo es reconocido por su capacidad para
acumular cobre en el higado (Frank y Borg 1979; Beyer y col. 1998). Esto llevé a Beyer y Day
(2004, referencia 5 en pagina 16 del informe) a determinar que el nivel de 2000 mg/kg observado
en cisnes de Chesapeake Bay se debe a la habilidad de este cisne de acumular cobre y no es
evidencia de un nivel de exposicion anormal a este metal.

Compuestos organoclorados

a.

El informe sefiala como inconveniente para la evaluacién de las concentraciones de organo-
clorados en cisnes de cuello negro el que éstos no se midieron en huevos y de que “no existen en
la literatura mayores referencias de niveles de estos compuestos en higado o rifién, los tejidos aqui
analizados” (pégina 21, parrafo 1). Los datos basados en analisis de huevos son ciertamente mas
abundantes que datos basados en otros tejidos en el caso de DDT y sus metabolitos DDE y DDD.
Sin embargo, existe abundante informacion histérica y recopilada en numerosas publicaciones
sobre éstos y otros organoclorados en numerosos tejidos incluyendo higado y rifién.

En el caso de DDT, el efecto téxico cronico mas significativo es una reduccion en la tasa
reproductiva como resultado de muerte embrionaria por rompimiento del huevo durante la
incubacién. Este efecto no es de relevancia en nuestro caso. En condiciones de exposicién
aguda, el DDT produce efectos neurolégicos que llevan a la muerte por convulsiones y/o ataxia, o
secundariamente debido a emaciacion. Este efecto ha sido relacionado con concentraciones en
higado superiores a los 1000 mg/kg en paseriformes y rapaces (Blus 1996).

En el caso de dieldrin, Peakall (1996) establecié concentraciones “LOAEL" y “NOAEL" para
higado de aves de 7 y 1 mg/kg, respectivamente. La concentracion LOAEL (lowest observable
adverse effect level en inglés) es la méas baja que se ha asociado con algin efecto adverso. La
concentracion NOAEL (no observable adverse effect level en inglés) es la concentracién mas alta
que no produce toxicidad.

En el caso de hexaclorociclohexano, se sabe que palomas a las que se les administré el toxico
acumularon concentraciones de entre 4,2 y 37 mg/kg en el higado y de que el unico animal que
falleci6 durante el experimento tenia una concentracion de 32 mg/kg (Weimeyer 1996). Este
mismo autor indica que el endosulfan es rapidamente metabolizado en aves y mamiferos, por lo
que no se acumula en tejidos de éstos.



2.- Parasitologia: En el presente estudio, se realizaron examenes parasitoldgicos en la totalidad de los
cisnes muestreados (31). Para estos andlisis, se examiné sélo el tracto gastrointestinal (estbmago e
intestinos delgado y grueso). El 100% de las aves fue positiva a al menos una de las cinco especies
de parasitos identificadas, siendo la mayoria de los casos infecciones por los nematodos Capillaria sp.
y Epomidiostomum skrajabini (Tabla 15 del informe).

a. Los autores concluyen que la prevalencia e intensidad de infecciones parasitarias en los cisnes
analizados son “mayores” que las registrados en esta misma especie en los afios 90 por
investigadores del laboratorio de Parasitologia de la Universidad Austral de Chile. Los resultados
de éste estudio, sin embargo, no se discuten ni tampoco aparecen citados en la revision
bibliografica, por lo que no es posible determinar cuan mayores son estas infecciones parasitarias
comparadas con estudios anteriores. No es sorprendente que la prevalencia de parasitos haya
alcanzado casi un 100%, ya que éste fenbmeno es frecuente en poblaciones de aves silvestres
acuaticas (Sepulveda y col. 1994, 1996, 1999). Tampoco es fuera de lo comun encontrar parasitos
en grandes cantidades (en los cientos y a veces miles de individuos), por lo que una carga
parasitaria de 286 especimenes como la que se registré en uno de los cisnes analizados en este
estudio no parece excesiva.

b. Es importante recalcar que en numerosas especies de aves, un aumento en la incidencia y
prevalencia de infecciones parasitarias es muchas veces una manifestacion clinica/patolégica
cronica que se desencadena por diversos factores tales como inanicion por falta de alimento,
cambios climaticos, presencia de contaminantes y agentes infecciosos, entre otros (Forrester y
Spalding 2003). Considerando que cerca del 60% de los cisnes analizados en el presente estudio
presentaron un cuadro de emaciacién; un 97% de las aves no contenian alimento en el estbmago;
y que en promedio pesaron cerca de 3 kg menos que en afos anteriores (Tabla 8 del informe), el
aparente aumento en la prevalencia y carga parasitaria es probablemente una consecuencia de un
deterioro fisiologico de las aves afectadas y no la causa primaria de la mortalidad observada.

3.- Microbiologia y Virologia: Para los examenes microbiolégicos, los autores de este informe reportan
haber tomado muestras de higado, corazon y fluido pericardico, y haber procesado estas muestras en
“distintos” medios de cultivo con el fin de determinar la presencia de sélo dos especies de bacterias
patogenas (Salmonella sp. y Pasteurella sp.). Los autores concluyen que “descartan la presencia de
bacterias patégenas en las muestras analizadas”. En cuanto a los analices virologicos, los autores
reportan haber utilizado muestras de cerebro, corazén, higado, rifidén y pulmén, las que se agruparon
en pooles formados por tres cisnes cada uno. Los autores reportan ademas la via de inoculacion y el
numero de pasajes en huevos embrionados utilizados. Aun cuando a la fecha del informe no se habia
registrado mortalidad embrionaria ni habian ocurrido manifestaciones de infecciosidad, los autores no
descartan por completo la presencia de agentes virales en los cisnes encontrados muertos o
debilitados.

a. Elinforme no menciona cuantos cisnes se muestrearon para los estudios microbiolégicos, ni qué
tipos de medios de cultivo y condiciones de incubacion se utilizaron. Ademas, llama la atencion
que no se hayan analizado tractos gastrointestinales para estos analisis, considerando que son
éstos tejidos los que normalmente albergan este tipo de patégenos.

b. Es importante recalcar que aun cuando las dos especies de bacterias estudiadas se consideran
como importantes agentes patologicos en poblaciones de aves silvestres, siendo Pasteurella la
causante del célera aviar, existen muchas otras bacterias que se han asociado con cuadros de



emaciacion y muerte en distintas especies de aves y que no fueron estudiadas en cisnes de cuello
negro tales como: Aeromonas sp., Bacillus sp., Campylobacter sp., Clostridium sp., Edwardsiella
sp., Enterobacter sp., Klebsiella sp., Pseudomonas sp., Staphylococcus sp., y Vibrio sp. (Forrester
y Spalding 2003). Las muestras de tejido tampoco se analizaron por la presencia de hongos
(Aspergillus sp. y Candida sp.) los que también se han asociado con cuadros de emaciacion y
muerte en numerosas poblaciones de aves silvestres.

c. Los andlisis histopatoldgicos indicaron una alta incidencia de cuadros inflamatorios en rifion (80%
de los cisnes con tubulonefrosis) e higado (65% de los cisnes con infiltrado inflamatorio), los que
pudieran ser producto de la accién directa de agentes infecciosos.

d. Cabe destacar que el aislamiento e identificacién de agentes virales no es tarea facil, y en muchos
casos requiere ademas de pruebas serologicas especificas y analices biomoleculares tales como
PCR (Polymerase Chain Reaction) para amplificar el contenido de ADN viral.

e. Debido al nimero limitado de patégenos estudiado; al inadecuado tipo de muestras analizado; y a
la alta prevalencia de lesiones inflamatorias, no debiera descartarse aun la acciéon patégena de
agentes infecciosos en el evento de mortandad en cisnes de cuello negro.

4.- Toxicologia e Histopatologia: El informe presenta niveles de metales pesados encontrados en
higado y rifién de cisnes de cuello negro (Tablas 18 y 19 del informe). Ambas tablas tienen en el
encabezado la unidad “mg/g”. Suponemos que esto es un error y de que realmente las
concentraciones estan expresadas en mg/kg. En estas tablas, llaman la atencion las altas
concentraciones de cobre (Cu), hierro (Fe) y en menor medida cadmio (Cd). Estos tres metales, asi
como los resultados para organoclorados se discuten en detalle a continuacion.

Cadmio

a. El cadmio es un metal relacionado con toxicidad en ambientes acuéaticos y terrestres.
Concentraciones en el agua de entre 0.3 y 0.4 mg/L producen la muerte del 50% de los
organismos expuestos en el caso de crustaceos decapodos, mientras que concentraciones
asociadas a riesgos aceptables son mucho menores (Eisler 1985). Peces y plantas acuaticas son
también altamente sensitivos a este metal. La norma chilena que regula descargas de residuos
liquidos a aguas superficiales (D.S. N° 90 de 2000 del Ministerio Secretaria General de la
Presidencia) establece una concentracion méaxima permitida en el efluente de 0.1 mg/L de cadmio.

Los maximos permitidos por la norma chilena no estan basados en una evaluacion de riesgo
ecoldgico y por lo tanto no es posible descartar dafio ambiental cuando estas concentraciones no
han sido excedidas. La derivacion de concentraciones umbrales para cadmio basadas en
evaluaciones de riesgo producen valores mucho menores. Por ejemplo, la Environmental
Protection Agency (EPA 2002) de los Estados Unidos derivé normas para cadmio de 0.002 y
0.00025 mg/L para exposiciones agudas y cronicas, respectivamente. En el caso de Canada
(CCME 2003), la norma para cadmio es de 0.000017 mg/L.

b. A diferencia de organismos acuaticos, las aves son mucho menos sensitivas al cadmio. El cadmio
en aves produce primeramente lesiones renales y dafio testicular en machos. Una revisién
bibliografica de estudios relacionando efectos toxicos y concentraciones en tejidos de aves
establecio niveles umbrales de 40 mg/kg en el higado y 100 mg/kg en el rifion (Furness 1996). En
este sentido, las concentraciones encontradas en los cisnes de cuello negro estan bien por debajo



de estos valores. Esto sugiere que el cadmio no es responsable de la mortalidad y morbilidad
observada en esta poblacion.

Cobre

a.

El cobre es un metal de reconocida toxicidad en ambientes acuaticos. Se usa en su forma
sulfatada o quelada como herbicida para remover plantas macréfitas en concentraciones en el
agua entre 0.1 y 1.0 mg/L (Thayer y col. 1986). Se ha visto que concentraciones de 0.17 mg/L
mantenidas por 100 dias eliminan la mayoria de las macroéfitas sumergidas (Eisler 1998). Es
importante destacar que el cobre es el herbicida preferido para el control del luchecillo (Egeria
densa), especie introducida en los Estados Unidos. La norma chilena para este metal establece
un maximo de 1.0 mg/L. La EPA (2002) establecié niveles maximos de 0.013 y 0.009 mgiL,
mientras que el nivel establecido por Canada es de 0.004 mg/L (CCME 2003).

El cobre es un mineral esencial que puede llegar a ser toxico si es ingerido en demasia. Sin
embargo, se sabe que aves y mamiferos son capaces de compensar hasta cierto punto el
consumo excesivo de cobre. Por ejemplo, Beck (1961) encontré que la concentracion de cobre en
el higado de pollos y patos no aumento sino que hasta que el nivel de cobre en la dieta excedid
cinco veces el nivel normal. Este autor también encontré que patos consumiendo la misma dieta
que pollos acumularon diez veces mas cobre en el higado. Como se mencioné en el punto 1,
existe evidencia de que esta capacidad para almacenar cobre en el higado estd mucho mas
desarrollada en el cisne mudo, Unica especie de congenérica con el cisne de cuello negro de la
que existen datos de contenido de metales en tejidos, por lo que no se sabe si algo parecido
ocurre en el cisne de cuello negro. Las concentraciones de cobre en higados de cisnes de cuello
negro son mas altas que las reportadas para patos y otras aves pero menores que las reportadas
para cisnes mudos. Basado en estos datos, parece poco probable que el cobre haya causado
toxicidad directa en los cisnes muestreados.

Hierro

a. El hierro no es considerado altamente toxico en ambientes acuaticos, por lo que informacién al

respecto es escasa. Las plantas acuaticas son relativamente resistentes al hierro, mientras que
los peces parecen ser los mas sensitivos. El hierro puede producir asfixia en peces al depositarse
en las agallas. Esta es la base de la norma desarrollada en Canada de 0.3 mg/L (CCME 2003).
La norma chilena para este metal es de 5 mg/L, mientras que en Estados Unidos la norma es de 1
mg/L (EPA 2002).

En vertebrados, la concentracién de hierro en tejidos es controlada mediante la regulacién de la
absorcion de este metal en el intestino. Este mecanismo hace que los niveles toxicos sean
bastante altos (aproximadamente 2 g/dia para una persona de 70 kg). Hasta donde sabemos, no
existen registros de intoxicacion por hierro de especies silvestres en condiciones naturales. Sin
embargo, la intoxicacién por consumo de vitaminas con hierro es un evento bastante comun en
nifios.

En aves, el nivel de hierro en los tejidos es controlado en forma eficiente en [a mayoria de las
especies con excepcion de algunas aves del paraiso (Mete y col. 2001). En ofras especies, la
ocurrencia de hemosiderosis ha sido asociada principalmente a procesos infecciosos y a caquexia
(Cork 2000). La inanicion avanzada resulta en el uso de musculo como fuente de energia, con la
consiguiente liberacion de grandes cantidades del hierro incluido en la mioglobina. Las



concentraciones de hierro medidas en los higados de cisnes de cuello negro exceden con creces
las concentraciones medidas en otras especies. Sin embargo, la ausencia de lesiones intestinales
indica que los altos niveles observados no se deben a ingestion aguda de grandes cantidades de
hierro, sino que mas probablemente a un proceso de movilizacion del hierro contenido en la
mioglobina y quizas hemoglobina.

Organoclorados

a. Los limites de deteccion obtenidos son aceptables y adecuados para este estudio. La comparacion
de estos valores y las concentraciones umbrales discutidas en el punto 1 permiten descartar por
completo a estos contaminantes como factores de riesgo de la mortalidad y morbilidad observada.

5.- Conclusiones Finales: El informe identifica tres posibles factores de riesgo: emaciacion,
parasitismo, y “hemocromatosis” y avanza la hipétesis de que el luchecillo u otros constituyentes de la
dieta de los cisnes estan acumulando una mayor carga de hierro.

a. Como se indica en el punto 2, creemos que la carga parasitaria observada se encuentra dentro de
los margenes esperados para poblaciones silvestres y por lo tanto puede ser descartada como un
factor de riesgo determinante de la mortalidad y morbilidad observada.

b. Los datos de necropsia (ausencia de lesiones en el lumen intestinal) y datos recopilados de la
literatura contradicen la conclusion de que los cisnes sufrieron intoxicacién por hierro acumulado
en el luchecillo u otras plantas. Las plantas como el luchecillo y otras macréfitas requieren que los
metales, incluido el hierro, estén en solucién para poder ser absorbidos. Por otra parte, altas
concentraciones de metales en solucién son toxicas para las plantas. Es por esto que la mayor
fuente de exposicion de vertebrados a metales es el consumo incidental de suelo o sedimentos
contaminados (Beyer y Fries 2002).

Es poco probable que el luchecillo u ofras plantas sean la fuente del hierro. La capacidad de
plantas acuaticas de absorber hierro ha sido estudiada con el objeto de usarlas para disminuir las
concentraciones de este metal en efluentes de mineria (Batty y Younger 2002). Este estudio
encontrd clara toxicidad cuando el hierro excedié 10 mg/L en el agua. A esta concentracion, el
contenido de hierro en las frondas alcanzé 200 mg/kg materia seca. Es dificil que las macroéfitas
del santuario de la naturaleza puedan exceder esta concentracion en forma significativa (sin morir).
En contraste, el estudio de Beyer y Day (2004) antes citado reporté una concentracion de hierro en
higados del cisne mudo de s6lo 1700 mg/kg, aun cuando la concentracion de hierro en la dieta
(contenido estomacal) super6 los 5000 mg/kg.

c. El hallazgo méas sobresaliente del estudio es el alto grado de emaciacion de las aves. Esto,
sumado a las observaciones de actividad migratoria hacia otras areas sugiere que el principal, y
quizas unico, factor de riesgo responsable de la mortalidad y morbilidad de cisnes observada es
una alteracién ecologica cuyo resultado ha sido una dréastica y aguda disminucion en la fuente
alimentaria de esta y quizas otras especies silvestres.

d. Es posible que la falta de alimento sea la causa del aparente incremento de la concentracion de
algunos metales en tejidos de los cisnes. Esto explicaria el por qué la mayoria de los metales
detectados en higado y rifién tuvieron valores significativamente mayores en animales encontrados
muertos sin evidencia de trauma o encontrados vivos pero incapaces de volar, comparado con los
valores observados en cisnes colectados en el 2002 o encontrados con traumatismo en el 2003



(Tabla 1). El aumento en las concentraciones de metales pesados en higado producto de
emaciacion ha sido también observado en los araos (Debacker y col. 2000). Ademas, el
incremento observado en las concentraciones de la enzyma creatininquinasa (CK) en plasma de
cisnes también indica un incremento de la actividad catabélica muscular producto de inanicion.

e. Como se mencion6 anteriormente, las plantas acuaticas son altamente susceptibles al cobre y en
menor grado al cadmio. El analisis quimico de muestras de agua y sedimento serviran para
determinar si la contaminacion por metales pesados jugd algun rol en la disminucién de la fuente
alimentaria de los cisnes.

Se despiden atentamente,

%ww Xﬁ'\/{}dﬂh X

Assistant Professor in Ecotoxicology

Department of Forestry & Natural Resources Epidemiology and Risk Assessment

College of Agriculture Department of Veterinary Pathobiology and
School of Civil Engineering




Tabla 1. Comparacion estadistidica de la concentracion de metales pesados en higados y rifién de
cisnes de cuello negro sin evidencia de traumatismo encontrados muertos o incapaces de volar (Grupo
A) y cisnes “control” muestreados en el afio 2002 (n = 2) y cisnes con evidencia de traumatismo
(fracturas 6seas, n = 2) (Grupo B).

Promedio Prueba
{mg/kg, Desviaciéon Valor Estadisticade T

Grupo Tejido Metal N peso seco) Standard Maximo P t
A

Higado Cobre 29 120 112 527

Higado Hierro 27 16004 8984 34616

Higado Zinc 28 149 101 523

Higado Manganeso 27 13 6 27

Rifén Zinc 28 93 47 308

Rifi6n Cadmio 29 12 10 34
B

Higado Cobre 4 34 29 64 0.003 3.4

Higado Hierro 2 2971 1160 3791 <0.0001 6.8

Higado Zinc 4 69 50 126 0.04 2.5

Higado Manganeso 2 8 1 9 0.01 3.3

Rifion  Zinc 4 38 16 58 <0.0001 5.0

Rifion Cadmio 4 2 2 4 0.006 4.6
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