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Resumen

La contaminacion por metales en ecosistemas acuaticos constituye una amenaza critica para la fauna
silvestre, especialmente para especies con antecedentes de vulnerabilidad reproductiva. El presente
estudio evalu6 la transferencia maternal de hierro (Fe) y zinc (Zn) en el cisne de cuello negro (Cygnus
melancoryphus) dentro del Santuario de la Naturaleza Rio Cruces, primer sitio Ramsar de Chile. Estos
metales son esenciales para el crecimiento y desarrollo del embrion aviar, no obstante, pueden volverse
dafninos cuando exceden los limites fisiologicos o cuando su actividad es suplantada por metales de alta
toxicidad. El proposito de este estudio fue determinar la relacion entre las concentraciones de Fe y Zn en
el plumon materno y la albumina de los huevos mediante técnicas no letales. El disefio integro el uso de
drones para el acercamiento a los nidos, la instalacion de cdmaras trampa (n=>5) para validar el origen
materno del plumodn, y una técnica no letal denominada micromuestreo de huevos (total= 53 huevos)
para la extraccion de albumina. Los resultados demostraron transferencia maternal de Fe y Zn durante
2023 y 2024. El Zn destaco por presentar diferencias interanuales significativas en albiumina y una
correlacion negativa significativa (p=-0,667; p=0,049) entre ambas matrices. En el plumon, el Fe mostré
diferencias interanuales significativas (p= 0,000), mientras que en albimina no se presentaron
variaciones, sugiriendo una posible regulacion homeostatica independiente de la carga materna. Se
concluye que el cisne de cuello negro es bioindicador potencial para Zn y que las técnicas no letales
aplicadas permitieron obtener los primeros datos ecotoxicoldgicos de transferencia maternal en albimina
para la especie. Este estudio ofrece datos de referencia y sienta las bases para la implementacion de
programas de monitoreo no letal mediante herramientas semiautomatizadas para el monitoreo etoldgico,

fortaleciendo asi la gestion de la conservacion bioldgica en humedales.

Palabras clave: Transferencia materna, Descarga materna, Metales traza, Hierro (Fe), Zinc (Zn), Cisne

de cuello negro, Cygnus melancoryphus, No letal, Chile, Humedal, Sitio Ramsar.



1. INTRODUCCION

1.1 Crisis de biodiversidad y contaminacion por metales en ecosistemas acuaticos

La contaminacién acuatica por metales representa un grave problema ambiental debido a la toxicidad
y los efectos potencialmente nocivos sobre los organismos vivos, los cuales pueden impactar sobre
diferentes sistemas ecologicos y el ambiente, acarreando consecuencias en la salud humana y la economia
(Pabon et al. 2020, Mitra et al. 2022). En los ultimos siglos, los ecosistemas de todo el mundo, entendidos
como sistemas complejos, han enfrentado un deterioro creciente y acelerado, especialmente desde la
década de 1970 (Diaz et al. 2019, Steften et al. 2015), siendo gravemente afectados por la pérdida de
biodiversidad a causa de la destruccion de habitats, el transporte de especies invasoras, asi como por la

liberacioén de contaminantes toxicos (Ceballos et al. 2010).

Ecosistemas costeros, incluidos estuarios y deltas, se ven afectados por cambios en el uso del mar y
de la tierra. Entre estos cambios se encuentra el desarrollo de zonas costeras, la acuicultura en mar abierto,
la maricultura, la expansion urbana a lo largo del litoral y la contaminacion de los rios (IPBES 2019).
Aquellos estuarios urbanos, debido a su proximidad al océano abierto, reciben grandes cargas de
contaminantes, los cuales se acumulan en los sedimentos, afectando tanto a la fauna como a los seres
humanos (Phillips et al. 2015). Las consecuencias incluyen enfermedades tanto cronicas como agudas,
lo que refuerza la urgencia de abordar estos desafios ecoldgicos de manera integral (Phillips et al. 2015,

Zemanova 2020).

En los ecosistemas de humedal, una de las mayores preocupaciones es la presencia de metales y su
acumulacion en los sedimentos. Estos sedimentos, mediante procesos fisicoquimicos, actian como
fuente y sumideros de contaminantes (Dalu et al. 2020). En particular, los sistemas costeros se han
identificado como sumideros de diversos contaminantes (Escobar 2002, Li et al. 2007, Zhao et al. 2018)
provenientes de fuentes puntuales como desechos industriales, puertos y aguas residuales, y de fuentes

difusas, como escorrentias urbanas y agricolas (Kroon et al. 2017).

Los metales y metaloides se clasifican en funcion de su densidad, peso atdbmico, numero atdmico y
toxicidad, agrupandolos en categorias como metales ligeros, pesados, toxicos y oligoelementos
(micronutrientes o elementos traza) (Paez 2014). En ambientes acuaticos, la biodisponibilidad de los
metales puede estar relacionada con su concentracion en forma libre (Echeverria y Gold-Bouchot 2014).

En sedimentos estuarinos, la concentracion y biodisponibilidad dependen de varios factores, entre ellos



la movilizacidn en el agua intersticial y su especiacion quimica, las transformaciones quimicas, el control
ejercido por los componentes principales del sedimento (por ejemplo componentes organicos sobre
oxidos de hierro), la competencia entre metales por los sitios de captacion en los organismos, asi como

el pH, la salinidad, el potencial redox y la bioturbacion (Echeverria y Gold-Bouchot 2014).

Los metales ingresan al ambiente de forma natural o como resultado de actividades antropogénicas
(Bryan y Langston 1992, Agusa ef al. 2005, Bhardwaj ef al. 2021, Kroon ef al. 2017). El mayor aporte
de metales en el agua se debe al uso constante de estos elementos y a las descargas de aguas residuales,
principalmente de origen industrial (Pabon ef al. 2020). Esta perturbacion puede variar tanto en
frecuencia como en intensidad, por ejemplo, en pulsos constantes de baja intensidad (ej. efluentes) o un
pulso de alta intensidad (como derrames) (Rodriguez-Jorquera et al. 2023). La exposicion puede
producirse mediante diferentes vias, como la inhalacion, la absorcion dérmica, la ingestion y la
transferencia maternal (Ali ef al. 2019, Rehman et al. 2021, Smith ef al. 2007, Golden y Rattner 2003,
Bargar et al. 2001).

1.2 Transferencia maternal de metales en aves

La exposicion prolongada a metales puede derivar en su acumulacion en tejidos biologicos
(bioacumulacion), fendmeno especialmente critico en elementos lipofilos y persistentes (Rutkowska et
al. 2018, Thongcharoen et al. 2018). Ademas de bioacumularse y biomagnificarse a lo largo de los
niveles tréficos, estas sustancias pueden transferirse maternalmente entre generaciones (Peterson et al.

2017, Smith et al. 2007).

Durante la formacion del huevo en aves, la hembra transfiere nutrientes esenciales que aseguran el
adecuado desarrollo y crecimiento del embridon (Lemesle et al. 2024, Richards 1997). En este proceso,
el higado es el encargado de producir los componentes de la yema, los cuales son transportados por el
torrente sanguineo hasta el ovario (Nys y Guyot 2011). Durante la ovulacion, el foliculo ovarico de mayor
tamafio libera la yema madura hacia el oviducto, donde, en sus distintos segmentos, se sintetizan y
secretan sucesivamente los componentes de la membrana vitelina, la albumina, las membranas de la
cascara y finalmente la céscara, que se depositan alrededor de la yema (Nys y Guyot 2011). Durante el
proceso de embriogénesis se establece una via no despreciable de transferencia de contaminantes desde
la madre, quien elimina o excreta contaminantes al secuestrarlos en la céscara, el vitelo o la albimina

(Lemesle et al. 2024, Seco et al. 2011, Burger y Gochfeld 2001, Agusa et al. 2005).



La transferencia materna y la asimilacion embrionaria en sistemas contaminados con multiples
oligoelementos, varia tanto entre elementos como entre especies (Ackerman et al. 2016), lo que dificulta
determinar con precision cudles especies probablemente enfrentaran consecuencias reproductivas
(Ortowski et al. 2017). Estas variaciones pueden ser inconsistentes incluso entre especies estrechamente
relacionadas. No obstante, las diferencias en las concentraciones entre los diferentes sitios del huevo
donde se depositan estos elementos especificos resultan menos relevantes, ya que los estudios
ecotoxicologicos suelen centrarse en los niveles presentes en el contenido del huevo en su conjunto

(Ortowski et al. 2017).

1.3 Contaminacion por hierro y zinc en aves

Ciertos metales tienen la capacidad de interferir procesos metabolicos criticos para el organismo al
alterar la funcion de elementos bioldogicamente esenciales, como el hierro (Fe) y el zinc (Zn) (Pandey y
Madhuri 2014). Estos oligoelementos son esenciales para el crecimiento y desarrollo del embrién aviar,
no obstante, pueden volverse dafiinos cuando exceden los limites fisiolégicos o cuando su actividad es
suplantada por metales de alta toxicidad (Dmowski 1999, Pandey y Madhuri 2014). En vertebrados, el
Fe actia como un cofactor indispensable en muchos procesos vitales como la sintesis de ADN y el
transporte de oxigeno y de electrones (Chen y Paw 2012). Sin embargo, debido a su limitada solubilidad
a pH fisiolégico y su elevada toxicidad en estado libre, el exceso de hierro intracelular cataliza la
formacion de radicales libres, desencadenando estrés oxidativo y apoptosis. Para mitigar estos efectos,
los organismos han evolucionado sistemas homeostaticos altamente especializados para regular la
importacion, el transporte, el secuestro y la excrecion de este metal (Chen y Paw 2012, Kozlowski ef al.

2009).

En las aves, la homeostasis del Fe se regula principalmente mediante la absorcion intestinal, siendo
el higado el 6rgano central para su almacenamiento y equilibrio sistémico (Cork 2000, Kitowski et al.
2024, Norambuena y Bozinovic 2009). Durante la formacion de la yema, en este 6rgano se sintetizan la
vitelogenina y las lipoproteinas de muy baja densidad (VLDLYy), las cuales luego son se secretan al
sistema circulatorio para ser incorporadas en los foliculos ovaricos (Daniels-Abdulahad ef al. 2024). Una
vez en el ovocito, la vitelogenina se cataboliza en lipovitelina y fosfovitina; esta iltima posee una elevada
capacidad de union a metales esenciales, lo que permite enriquecer de Fe la yema de huevo (Daniels-
Abdulahad et al. 2024). No obstante, cualquier alteracion en este balance puede derivar en cuadros de

deficiencias o sobrecargas (Chen y Paw 2012). El excedente de este metal se deposita como ferritina o



en forma de hemosiderina, particularmente en los hepatocitos, las células de Kupffer y en el bazo. Esta
acumulacion puede derivar en hemosiderosis (Cork 2000), condicién que se manifiesta en cuadros de
anemia, hemocromatosis o trastornos neurodegenerativos (UACh 2005, Artacho et al. 2007b, Kozlowski

et al. 2009).

Como parte del sistema de regulacion, el plumaje actia como una via de deposito o secuestro de
metales provenientes de la dieta y del entorno (Kaur 1989). Mientras que el Fe es excretado de manera
accidental a través de las plumas (Klasing ef al. 2012), el Zn se integra estructuralmente en ellas; debido
a este requerimiento, las concentraciones hepaticas de Zn pueden elevarse periddicamente, en especial

durante el proceso de muda (Kitowski ez al. 2024).

El Zn es un metal esencial que constituye una parte integral de mas de 300 sistemas enzimaticos,
participando en el metabolismo de los carbohidratos, 4cidos nucleicos y proteinas (Tabatabaie et al.
2007). Asimismo, ejerce funciones protectoras frente al dafio oxidativo (Kozlowski et al. 2009,
Tabatabaie et al. 2007). En aves, el Zn participa en la formacion de las plumas (Sunde 1972, Malik y
Zeb 2009, Kitowski et al. 2024) y el desarrollo de los huevos, especificamente en el magnum, durante la
deposicion de albumina, y en el istmo, donde se sintetizan las membranas de la cascara (Tabatabaie et
al. 2007). Por otro lado, desempefia un papel importante en el sistema inmunitario, asi como en el
transporte y utilizacion de la vitamina A (Tabatabaie ef al. 2007). No obstante, altos niveles de Zn pueden
acortar la vida de los eritrocitos e inducir anemia, debido a la interferencia en la absorcion y metabolismo
del Fe (Levengood et al. 2000). En los vertebrados, el Zn se acumula inicialmente en el higado y
posteriormente se distribuye y deposita en rifiones, tejido muscular y glandulas sexuales (Bombik et al.
2024). En concentraciones excesivas, este elemento puede provocar dafios en la funcion renal y

comprometer la funcion reproductiva (Wang et al. 2017; Carpenter et al. 2004, Levengood et al. 1999).

1.4 Disciplinas y técnicas involucradas en el biomonitoreo de contaminantes

Debido a la complejidad de los problemas ambientales actuales, la ciencia de la conservacion ha
evolucionado hacia enfoques cada vez mas interdisciplinarios. Entre las subdisciplinas que destacan en
este contexto se encuentra la fisiologia de la conservaciéon, enfocada en estudiar las respuestas
fisioldgicas de los organismos ante los cambios ambientales provocados por la actividad humana. Esta
area permite establecer relaciones causa-efecto entre el estrés ambiental y la disminucion poblacional de
especies, especialmente en vertebrados (Wikelski y Cooke 2006). De forma complementaria, la etologia

de la conservacion (o comportamiento de la conservacion) aplica principios y métodos del estudio del



comportamiento animal para comprender procesos demograficos clave, con el objetivo de desarrollar

estrategias eficaces de gestion y conservacion poblacional (Cooke et al. 2013).

Asimismo, se involucra la ecotoxicologia, acufiada en 1969 por Truhaut como una extension
ecoldgica de la toxicologia, ciencia que estudia los efectos de los toxicos a nivel individual (Hoffman et
al. 2003). La ecotoxicologia se define como “la ciencia de los contaminantes de la biosfera y sus efectos
sobre los componentes de la biosfera, incluidos los humanos” (Newman y Clements 2008). De esto, se
desprende la ecotoxicologia conductual, propuesta como indicador de alerta temprana (Hellou 2011) que
estudia las respuestas conductuales de individuos, poblaciones y comunidades ante la exposicion a
contaminantes o factores estresantes del entorno. Este enfoque permite diagnosticar efectos toxicos
potenciales, comprender las respuestas adaptativas y evaluar los impactos ecologicos derivados de
alteraciones en el comportamiento, especialmente en relacion con contaminantes quimicos (Peterson et
al. 2017, Ford et al. 2021). El comportamiento puede cambiar tras la exposicion aguda a contaminantes,
teniendo en consideracion que se puede dedicar menor energia al comportamiento en aquellos momentos

cuando hay una inversion de energia para la reproduccion (Hellou 2011).

En la busqueda de evidencias cientificas para preservar especies, se emplean técnicas que pueden
llegar a causar sufrimiento animal. El monitoreo poblacional ha recurrido historicamente a métodos
destructivos (como el muestreo letal) o invasivos (persecucion, captura, toma de muestra de tejidos o
sangre, marcaje o instalacion de rastreadores), lo que puede comprometer tanto la integridad del animal
como la fiabilidad de los resultados (Powell y Proulx 2003, Cattet 2013, Jewell 2013, Zemanova 2020).
En el caso de la fauna silvestre, el muestreo deberia ser idealmente no invasivo, entendido como aquel
que no afecta la integridad fisica del animal (Lefort ez al. 2019, Zemanova 2020). Sin embargo, en ciertas
especies o contextos, estos métodos pueden no ser aplicables. El desarrollo de técnicas no invasivas
implica procesos de varios pasos, necesarios para validar nuevos materiales y asegurar la confiabilidad

de los resultados (Schilling et al. 2022).

Frente a esto, en el afio 1959 se propusieron los principios de las 3R: “Reemplazar” el uso de animales
en la investigacion cuando sea posible, “Reducir” el nimero de individuos utilizados, y “Refinar” los
métodos para minimizar el dolor y la angustia en los animales expuestos (Russell y Burch 1959). Aunque
estos principios fueron concebidos originalmente para animales de laboratorio, hoy en dia pueden y
deben aplicarse en investigaciones con fauna silvestre (Schilling et al. 2022), sobre todo con especies

que estén bajo amenaza.



1.5 Aves acuaticas como indicadores de contaminacion por metales

Al evaluar los niveles de contaminacion, resulta problematico, tanto técnica como econémicamente,
analizar directamente todos los componentes bioticos y abidticos del ambiente (Markowski et al. 2013,
Rutkowska et al. 2018, Fraixedas et al. 2020). Como alternativa, se han desarrollado esquemas de
monitoreo basados en el uso de especies indicadoras o bioindicadores. Estos se definen como aquellos
organismos o grupos de organismos cuya ocurrencia o respuesta refleja la exposicion a estimulos
ambientales, permitiendo correlacionar una condicion ambiental especifica, como la presencia de
contaminantes con el estado ecoldgico del entorno (Dmowski 1999, Abdullah ez al. 2015). Ademas, estos
indicadores proporcionan informacion sobre la biodisponibilidad de dichos contaminantes (Dmowski

1999, Rutkowska et al. 2018).

En este contexto, las aves silvestres han sido ampliamente reconocidas como bioindicadores eficaces
debido a su amplia distribucion geografica, abundancia relativa, longevidad, habitos alimentarios que
abarcan diferentes niveles troficos y la sensibilidad a cambios ambientales (Kitowski et al. 2017,
Thongcharoen et al. 2018, Rothschild y Duffy 2005, Lucia et al. 2010). Dmowski (1999), detalla los
criterios para seleccionar un bioindicador ideal, el cual debe cumplir con los siguientes requisitos: 1)
tener una presencia generalizada; 2) poseer un territorio individual claramente definido y mostrar
fidelidad de sitio; 3) ser comun y de facil captura; 4) presentar homogeneidad en el material bioldgico y
posibilidad de estandarizacion; 5) tener un tamano corporal suficiente para el seguimiento del animal y
analizar sus tejidos; 6) contar con una biologia bien conocida; 7) permitir la reproduccién en condiciones
de laboratorio; 8) ser capaz de bioacumular xenobidticos -cualquier sustancia extrafia al cuerpo- o

presentar reacciones claras ante ellos.

Tradicionalmente, se han utilizado tejidos internos de las aves como indicadores para evaluar la
acumulacion de contaminantes, sin embargo, debido a preocupaciones éticas y de conservacion, ha
surgido un enfoque creciente hacia el uso de muestras no letales (figura 1), tales como plumas y huevos
(Abbasi et al. 2015). Las plumas ofrecen multiples ventajas: son faciles de recolectar, almacenar y
transportar, permitiendo muestreos repetidos sin comprometer la vida del animal. Sin embargo, su uso
requiere considerar variables como el momento de recoleccion, el tipo de pluma, los periodos de muda,
la posible contaminacion externa (Agusa et al. 2005), el estado nutricional, la edad y el sexo del ave

(Rutkowska et al. 2018). Las plumas reflejan la acumulaciéon de contaminantes, los cuales se



correlacionan con los niveles presentes en sangre durante su formacion hasta una vez detenido su

crecimiento (Goede y De Bruin 1986, Dauwe et al. 2003, Jaspers et al. 2004, en Tsipoura et al. 2017).

La muestra de sangre refleja informacion asociada principalmente a la ingesta de contaminantes en
el sitio especifico de captura, mientras que las plumas registran la concentracién de estos elementos
durante un periodo mas prolongado. Por ello, se recomienda complementar este tipo de analisis con otras
muestras bioldgicas para obtener una evaluacion mas precisa (Tsipoura ef al. 2017, Lam et al. 2005) y
considerar protocolos de limpieza para eliminar contaminantes adheridos. Para utilizar plumas en la
evaluacion de contaminacion por oligoelementos, es necesario conocer la relacion entre aquellas

concentraciones en pluma y los tejidos internos de las aves (Agusa et al. 2005).

Los huevos de aves han sido utilizados como indicadores de contaminacion ambiental, por ejemplo,
en estudios sobre mercurio (Hartman ef al. 2013, Ackerman et al. 2016, Stebbins et al. 2009, Zabala et
al. 2019). Tanto el contenido del huevo como la cascara reflejan la carga de contaminantes excretada por
la hembra durante la formacion del huevo (Thongcharoen et al. 2018). Esto permite evaluar los niveles
de exposicion a contaminantes en zonas de reproduccion, donde las aves permanecen varias semanas
antes de la puesta (Hashmi ez al. 2013). La contaminacién en areas no reproductivas también influye en

esta transferencia (Hashmi ez al. 2013, Thongcharoen et al. 2018).

Metodologias de Investigacion en Aves
I
|

I
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Ejemplo: Necropsia y recoleccion de tejidos Ejemplo: Toma de muestras bioldgicas Ejemplo: Monitoreo con cdmaras trampa,
de érganos internos (p.ej., para histopatologia, (sangre, frotis cloacal), recoleccion de conteos aéreos con drones, recoleccién
andlisis de contenido estomacal, etc.). plumas corporales. de plumas mudadas.

Figura 1. Representacion esquematica de métodos aplicables al biomonitoreo de aves. En métodos letales
se incluye la colecta de huevos. Entre los no letales el micromuestreo de huevos y la recoleccion de

plumén mudado como método no invasivo. Elaboracion propia.



1.6 Cisne de cuello negro como especie indicadora del humedal rio Cruces

El cisne de cuello negro (Cygnus melancoryphus Molina 1782) perteneciente a la familia Anatidae,
es la unica especie representante de su género en el neotropico. Su distribucion abarca desde Tierra del
Fuego en el extremo sur de Chile, la mayor parte de Argentina incluyendo las Islas Malvinas, las costas
de Uruguay, Paraguay, hasta el sur de Brasil. Ademads, se han registrado avistamientos ocasionales en la
peninsula antartica y el archipié¢lago de Juan Fernandez (Schlatter e al. 1991a, Corti y Schlatter 2002,
Allendes et al. 2023). Esta especie esta clasificada bajo preocupacion menor (LC) a nivel mundial (UICN
2024). En Chile, posee la misma categoria de conservacion (MMA 2019), pero su estado de proteccion

varia segun la zona geografica, estando prohibida su caza en todo el territorio nacional (SAG 2018).

El humedal del rio Cruces es uno de los humedales mas emblematicos y extenso del pais. Este estuario
se origino tras el hundimiento de amplias zonas de terrenos durante el terremoto del afio 1960,
convirtiéndose en un habitat que alberga gran variedad de aves acuaticas, entre ellas, el cisne de cuello
negro, especie que ha mantenido una importante colonia de nidificacion en este humedal (Schlatter 1998,
Jaramillo et al. 2007, Delgado y Marin 2013). Este sitio fue declarado Santuario el 3 de junio de 1981
por el Ministerio de Educacion y el 27 de julio del mismo afio se reconoci6 internacionalmente como el
primer sitio RAMSAR de Chile, bajo el nombre de "Carlos Anwandter" (N°222) con una extension de
4.896 ha, con 25 km de longitud y un ancho promedio de 2 km (CONAF 2019).

Esta especie influye significativamente en la estructura de sus habitats, al consumir y regular el
crecimiento de las plantas acudticas, ralentizando la tasa sucesion en los humedales que habita (Corti y
Schlatter 2002). Habita predominantemente pantanos de agua dulce, ademas de pantanos salobres,
principalmente a baja altitud, pero se han encontrado individuos en lagos de tierras altas a orilla de
Scirpus sp (Johnsgard 2016). Esta ave es susceptible a la pérdida de habitat debido a las sequias, las
cuales son cada vez mas frecuentes (Rees et al. 2019). Es poco conocido su estatus de residente o
migratoria, sin embargo, es evidente que muchos individuos invernan en la parte sur de su rango de
distribucion (Vuilleumier 1997). Basados en censos realizados en Uruguay, la mayoria de la poblacion
no realiza migraciones regulares (Vaz y Rilla 1991). C. melancoryphus experimenta desplazamientos
oportunistas entre distintos humedales de la costa del pacifico de Chile, posiblemente influenciados por
el fendmeno oceanico-atmosférico El Nino (Schlatter et al. 2002, Vilina ef al. 2002, Norambuena ef al.

2023).



Su dieta, en este humedal, se basa principalmente de la planta acudtica sumergida Egeria densa
(luchecillo), seguida por Limnobium laevigatum, con registros ocasionales de Hydrocotyle
ranunculoides, Potamogeton berteroanus, Ludwigia peploides. Sin embargo, también se alimenta de
huevos de peces e insectos acuaticos (Johnson y Goodall 1965, Schlatter ef al. 1991b, Corti y Schlatter
2002). Se reconoce un dimorfismo sexual especifico en el volumen de la caruncula del macho (Casares
1944), complementado por diferencias en su forma y tonalidad, la cual es més desarrollada, turgente y
de color rojo con matices violaceos, especialmente durante el periodo de celo y cria (Haedo 1953). Otra
caracteristica que distingue al macho de la hembra es su mayor tamafio (Seijas 1996) siendo este algo

mas robusto (Casares 1944).

Esta especie es relativamente gregaria, con individuos no reproductores que pueden formar
agrupaciones de varios miles de aves (Johnsgard 2016). Forman parejas estables de por vida
(monogamia), comenzando la reproduccion en condiciones naturales hacia el final del segundo afio de
vida (Silva et al. 2012, Johnsgard 2016, Weller 1967). En el centro de Chile, la reproduccion se inicia en
julio y agosto (Johnsgard 2016). En el rio Cruces, los cisnes estan presentes durante todo el afio, aunque
se observan comunmente los minimos poblacionales entre junio y agosto, y maximos entre septiembre y
diciembre (Silva ef al. 2012). El periodo reproductivo comienza en julio y puede terminar en marzo o
abril del afio siguiente (Schlatter 1991b). En este humedal, el periodo de anidacion puede ir de junio a

enero, con un pico anual entre septiembre y octubre (Figueroa-Fabrega ef al. 2006).

Los cisnes suelen anidar en las proximidades del agua, en areas donde el nivel hidrico es estable y la
vegetacion emergente es abundante (Silva ef al. 2012). Se ha documentado nidificacion en el humedal
de Taim, en el estado de Rio Grande del Sur, asi como en el sistema de arroyos Del Rey entre las lagunas
Mangueira y el lago Mein, en el Municipio de Santa Vitoria do Palmar, Brasil (Gertum et al. 2007). Se
encontraron nidos cerca de la Laguna de Rocha y en el arroyo Pando, en Uruguay (Vaz y Rilla 1991), en

la provincia de Buenos Aires, Argentina (Weller 1967), y en las islas Malvinas (Medrano ef al. 2018).

El macho y la hembra construyen nidos, usualmente semiflotantes, utilizando material vegetal del
entorno (Silva et al. 2012). Estos nidos alcanzan aproximadamente 30 cm de altura y 1 metro de didmetro
(Vazy Rilla 1991). La hembra se encarga de la fase final de construccion (Figueroa-Fabrega et al. 2006),
y una vez iniciada la incubacioén, afiade plumon al nido, especialmente cuando sale del nido (Haedo
1953). Otros autores describen que el aporte de este plumon es realizado por la pareja (Cursach et al.

2021). La incubacion es realizada exclusivamente por la hembra, quien descansa solo durante las horas



mas calidas del dia para evitar la pérdida de calor en los huevos (Silva ef al. 2012). Esta alta constancia
de incubacion podria provocar una pérdida en su masa corporal. La hembra permanece en el nido casi

todo el tiempo, levantandose solo por breves momentos para alimentarse (Casares 1944).

La duracion de la incubacion varia entre 31 y 48 dias (Silva et al. 2012), aunque se han reportado
periodos mas especificos: un periodo de 41 dias (Casares 1944), 40 dias (Johnson y Goodall 1965), y una
duracion de entre 34 y 36 dias (Schlatter 1998, Figuerola y Green 2006). Los huevos, de color blanco
sucio, pueden alcanzar dimensiones aproximadas de 101x66 mm (Figueroa-Fabrega et al. 2006), o de
105%x65 mm y una masa de 247 g (Johnsgard 2016, Figuerola y Green 2006). Los huevos medidos en
cautiverio presentan tamafios que varian entre 95 y 106,2 mm de longitud por 63,6 a 69,5 mm de ancho,

con una masa que oscila entre 172,5 y 273,5 g (Carboneras et al. 2024).

La muda en esta especie comienza en otoflo, una época en la que los individuos dedican mas tiempo
a la alimentacion, y se preparan para el cortejo, la crianza y en algunos casos, la migracion hacia otras
areas (Figueroa-Fabrega et al. 2006). Los cisnes realizan una sola muda al afio (Seijas 1996). No todos
los ejemplares mudan simultineamente y se estima que el ciclo completo de muda dura aproximadamente
45 dias a dos meses, periodo en el cual las aves pierden la capacidad de volar (Nascimento et al. 2001,
Nunes da Rosa 2017). En general, los cisnes de cuello negro abandonan la zona de reproduccion poco
después de que sus crias empluman, y que mientras los pichones se encuentran en el proceso de
emplumamiento, el cual se estima en unos 100 dias, los adultos realizan su muda postnupcial (Johnsgard
2010). La muda en cisne negro (Cygnus atratus) se describe que comienza aproximadamente un mes

después de la eclosion de los huevos (Van Dijk 1998).

La poblacion de cisnes del Santuario de la Naturaleza Rio Cruces fue afectada por la contaminaciéon
acuatica, particularmente en el afio 2004, cuando se registré una disminucién poblacional del 95 %,
reduciéndose de 8.000 individuos ese afio a menos de 400 en 2006 (Jaramillo ef al. 2007). Durante 2005
no se registrd actividad reproductiva (Figueroa 2006). La causa fue un efecto en cascada provocado por
los cambios en la calidad del agua, producto del vertimiento ilegal de aguas residuales por parte de una
planta de celulosa ubicada 25 km aguas arriba de este humedal, lo que caus6 un profundo deterioro en el
Santuario y una disminucion ostensible de la fauna acuatica (Jaramillo et al. 2018). Esta especie se vio
afectada debido a la reduccion de su principal alimento (UACh 2005), la macroéfita brasilefia invasora E.
densa, la cual present6 altos niveles de metales, especialmente hierro, mostrando manchas necréticas y

costras color pardo en hojas y tallos (Hauenstein 2004, Duarte et al. 2009).

10



Este evento derivo en la migracion, muerte de cientos de cisnes (UACh 2005) y desnutricion (Artacho
et al. 2007a). Asimismo, se detectaron altas concentraciones de hierro y otras anomalias histopatologicas
en los higados de esta especie (Jaramillo et al. 2007). A partir de los censos anuales realizados por
guardaparques de CONAF antes y después de este evento de contaminacion, se evidenciaron abundancias
bajas y estables hasta el afio 2011 (Jaramillo et al. 2018). Posteriormente, la poblacion comenzo a
incrementarse, alcanzando un maximo histérico en mayo de 2020, con hasta 22.419 individuos censados
por CONAF (2020). Sin embargo, tras ese maximo, en el afio 2021, CONAF (2021) report6é una marcada
disminucion poblacional, con una abundancia total de tan solo 1893 ejemplares en junio de ese afio dentro
del Santuario, y sin registro de polluelos y juveniles para ese periodo. Si bien la abundancia de individuos
ha sido utilizada como indicador para evaluar el tiempo de recuperacion de las poblaciones de cisne tras
el evento de contaminacion de 2004 (Jaramillo ez al. 2018), para determinar posibles efectos cronicos de
dicha contaminacion, resulta fundamental integrar multiples parametros que permitan evaluar tanto el

estado de salud actual como el grado de recuperacion fisioldgica (Rodriguez-Jorquera et al. 2023).
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Preguntas de investigacion:

(Existe transferencia detectable de hierro (Fe) y zinc (Zn) desde las madres hacia los huevos del cisne de
cuello negro (Cygnus melancoryphus) en la poblacion del Santuario de la Naturaleza Rio Cruces y

Chorocamayo?

(Cual es la relacion entre las concentraciones de hierro (Fe) y zinc (Zn) en albumina de los huevos y las

acumuladas en el plumodn presente en su correspondiente nido?

Hipaotesis cientifica: Existe una relacion entre las concentraciones de hierro y zinc acumuladas en las
plumas de las hembras de cisne de cuello negro y en las descargadas en la albumina debido al fendmeno

de transferencia maternal.

Objetivo general

Evaluar la relacion entre las concentraciones de hierro (Fe) y zinc (Zn) transferido maternalmente hacia
la albtimina de los huevos con lo bioacumulado en el plumoén blanco presente en los nidos de cisne de

cuello negro (Cygnus melancoryphus) del Santuario de la Naturaleza Rio Cruces y Chorocamayo.

Objetivos especificos:
1. Caracterizar los patrones de comportamiento de nidificacion del cisne de cuello negro en el

Santuario de la Naturaleza Rio Cruces y Chorocamayo, con el fin de confirmar el origen materno
del plumon recolectado en los nidos.

2. Determinar las concentraciones de Fe y Zn en la albumina de los huevos y en el plumoén de los
nidos, como indicadores de transferencia y bioacumulacion, respectivamente.

3. Evaluar la correlacion entre las concentraciones de Fe y Zn detectadas en albimina y plumon.
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2. METODOLOGIA

2.1 Area de estudio

La presente investigacion se realiza en el humedal del rio Cruces, especificamente en el "Santuario

de la Naturaleza Rio Cruces y Chorocamayo" en la region de Los Rios. Sus limites se establecen entre la

parte norte de la Isla Teja en la comuna de Valdivia y 2 km al norte del Castillo San Luis de Alba de

Cruces, en la comuna de San José de Mariquina, especificamente entre las coordenadas 39°35'17.92" y

39°47'13.72" de Latitud Sur 'y 73°7'24.12"y 73°16'49.83" de Longitud Oeste (CONAF 2019). En cuanto

a precipitacion y temperatura, la media registrada en la estacion meteoroldgica Pichoy Valdivia Ad.

(DMC: 390006) para el afio 2023 fue de 1,468.6 mm y 11.2°C, respectivamente (CR? 2024). El estado

actual de este humedal se formo6 producto de la subsidencia o hundimiento del terreno en 1.8 m como

resultado del terremoto de 1960 (Guerra y Lara 2017). Todas los registros y muestras se obtienen en este

humedal (figura 2), especificamente de los sectores de San Ramon, Cayumapu, Pichoy, Rialejo, Santa

Maria y Quitaqui.

40 km

Simbologia
Bl Territorio Nacional de Chile
[] Region de Los Rios
Areas pobladas
[ SN Rio Cruces y Chorocamayo

Composicion Cartografica: Benjamin Soto R
Escala: 1:220.000

Datum: World Geodesic System 1984
Gisterna geoddsico: Elipsoide "WG584" |
Pseudo Mercator

Froyeceidn cartografica: EPSG 32618

Fecha: 03 de julio de 2025

Figura 2. Humedal estuarino del rio Cruces. En celeste se indican los limites del Santuario de la
Naturaleza Rio Cruces y Chorocamayo, Sitio Ramsar Carlos Anwandter. Elaboracion propia.
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2.2 Caracterizacion del comportamiento de nidificacion

Durante octubre de 2024 se seleccionaron cinco nidos para la instalacion de camaras trampa en
funcion de su accesibilidad. Para identificar y dirigir el acercamiento a los nidos, se emple6 un dron
modelo DJI Mavic 2 Zoom. Posteriormente, se utilizo un dron DJI Phantom 4 Multiespectral para
acompafiar y guiar el avance en kayak hasta los nidos, con el fin de minimizar el estrés sobre los animales.
Todos los procedimientos se realizaron con las medidas de seguridad y autorizaciones de rigor
(resoluciones Nro. 4559/2018 y 2327/2024 del Servicio Agricola y Ganadero (SAG), orden Nro.
1074/2023 del Consejo de Monumentos Nacionales (CMN), autorizacion Nro. 28651736 de la
Corporacion Nacional Forestal (CONAF) y el Protocolo de manejo animal Nro. 461/2022 Comité

Institucional de cuidado y uso animal de la Universidad Austral de Chile).

Ente agosto y septiembre de 2024, se realizaron pruebas de configuracion e instalacion de camaras
trampa en dos humedales, uno en las dependencias del Centro de Humedales Rio Cruces (CEHUM) y
otro en el humedal del sector de Punucapa. Para dichas pruebas se utilizaron como pértigas una vara de
aliso (Alnus glutinosa (L.) Gaertn.). Especificamente en CEHUM se empled el uso de un sefiuelo con

fines de simulacion (ver Anexo 1).

Para la sujecion de la camara, en dos de los cinco nidos se utilizd6 como pértiga una vara de aliso de
aproximadamente 3 metros de longitud y 10 cm de diametro. En los otros tres nidos restantes se
emplearon varas de Arrayan (Luma apiculata (DC.) Burret) de longitud similar, pero con menor didmetro
(ver Anexo 2). Cada vara fue enterrada manualmente hasta una profundidad de 100 a 150 cm, a una

distancia aproximada de metro y medio frente a cada nido (ver Anexo 3).

De estas camaras, dos fueron configuradas exclusivamente para capturar imagenes las 24 horas,
mientras que las otras tres fueron programadas para registrar imagenes y videos de entre 2 y 10 segundos,
a intervalos de 10 a 15 segundos, con sensibilidad baja, durante las 24 horas del dia. La ubicacion
geografica de cada nido fue registrada mediante las aplicaciones de celular Avenza Maps y Gaia GPS.
El reemplazo de baterias y tarjetas de memoria se realizoé cada dos a tres semanas, durante noviembre y
diciembre de 2024. El tiempo promedio que operd cada camara para el registro de foto y video fue de
1,25 dias, mientras que aquellas que capturaron solo imagenes, operaron en promedio 6 dias. Cada nido
fue reconocido mediante un codigo especifico definido por sigla del sector de estudio (ejemplo: PIC para

Pichoy, CAY para Cayumapu y SR para San Ramon), la numeracion del nido y el nimero de huevos
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presente segun el sector (ejemplo: CAY 1 HS). Este codigo se utilizd para nombrar, distinguir y organizar

cada carpeta de acuerdo con la fecha de instalacion y reinstalacion de la camara.

Para corroborar el supuesto de si es la hembra quien aporta exclusivamente plumas al nido, se

definieron criterios de clasificacion del comportamiento. Estos comportamientos luego fueron

comparados en funcion del sexo, la ubicacion y la postura del individuo.

Criterios de clasificacion: Las categorias de comportamiento de nidificacion para el cisne de cuello negro

(cuadro 1) se construyeron en base a la bibliografia disponible y a categorias previamente aplicadas en

estudios de comportamiento en cisne mudo, cisne trompetero (Cygnus buccinator Richardson 1832),

cisne silbador de Bewick (Cygnus columbianus bewickii Yarrell 1830) y del propio cisne de cuello negro

(Cygnus melancoryphus Molina 1782) (Krivtov y Mineyev 1991, Tatu et al. 2007, Silva et al. 2012,
Allendes-Muioz et al. 2023).

Cuadro 1. Descripcion de conductas nidificacion para Cygnus melancoryphus definidas para el anélisis.

N° Categoria Descripcion del(los) comportamiento(s) especifico(s)
1 Automantenimiento Individuo acicala, seca, o limpia sus plumas con el pico, sacudiendo o no
sus alas, cabeza o cola.
ii  Desplume El individuo arranca plumas de su propio cuerpo para agregarlas de forma

il

v

Plumas de origen

desconocido

Mantenimiento nido

Acomodando los
huevos

Otros

inmediata al nido.

Individuo agrega al nido plumas de origen desconocido, no provenientes
de su propio cuerpo, recolectadas del entorno (agua, suelo o vegetacion
cercana), ya sean plumas caidas de otros individuos o adquiridas durante
interacciones sociales.

El individuo mueve, agrega o reorganiza material vegetal, o remueve
elementos no deseados, con el fin de mantener o acondicionar la estructura
del nido.

El individuo reorganiza o posiciona los huevos dentro del nido, utilizando
el pico o las patas.

Comportamientos de vigilancia, descanso, forrajeo, defecacion,
interacciones sociales, agresiones con otros individuos, desplazamiento,

comportamiento agonistico u otros comportamientos indefinidos.
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La ubicacion de los individuos fue categorizada en tres niveles de proximidad respecto al centro del
nido: i) En el nido, comprendiendo desde la corona hasta un radio de 50 cm; ii) Junto al nido, abarcando
la franja entre los 50 cm y los 2 m de distancia; y iii) Alejado, para todo registro que superara los 2 m de
distancia desde el punto central. La postura de los individuos se categoriz6 en cuatro estados: flotando,
de pie, posado sin contacto con la nidada y posada sobre los huevos. Complementariamente, se cuantifico
el numero de individuos presentes, la abundancia de huevos y la presencia de polluelos. La determinacion
del sexo se realizé mediante una combinacioén de criterios etoldgicos (conductas de incubacion) y
dimorfismo morfolégico, considerando el tamafio corporal y el desarrollo de la carincula. La
identificacion individual se efectu6 mediante el patrén de la linea ocular, siguiendo la metodologia
propuesta por Seijas (1996). Finalmente, se excluyeron del anélisis las categorias de comportamiento

mutuamente excluyentes detectadas dentro de un mismo evento de observacion.

Luego de la separacion y depuracion de los archivos correspondientes al inicio y al final del
monitoreo (fase de instalacion y retiro de las camaras), se procedio al procesamiento de las imagenes.
Este analisis se ejecuto de forma individual utilizando el software Timelapse (version 2.3.2.8) (Greenberg
et al. 2019). El proceso de clasificacion de los comportamientos fue semiautomatizado mediante la
revision manual registro por registro. Aquellas capturas que contenian mas de un individuo fueron

debidamente duplicadas para clasificar de manera especifica el comportamiento de cada ejemplar.

Se descartaron del andlisis los registros que cumplian con los siguientes criterios de exclusion
especificos: ausencia de cisnes o ausencia de cisne y huevo (nido vacio). También se descartaron aquellas
imagenes que presentaban problemas técnicos o ambientales, los cuales dificultaron la observacion del
comportamiento, como el lente oscurecido, fallos en el funcionamiento de la cadmara, mala orientacién
de esta, gotas de lluvia en el lente, obstruccion por vegetacion, condiciones climaticas adversas (lluvia o
niebla), rafagas de viento u otros. Asimismo, se excluyeron las fotografias en las que no era posible
observar completamente la cabeza del animal ni su conducta asociada. Aquellos errores en la

configuracion de la fecha y hora en las cdmaras se corrigieron con el mismo software Timelapse.

Debido a la corrupcion de los datos en una unidad, se procedi6 al tratamiento de los registros de solo
cuatro nidos: Cayumapu 1 H5 (CAY 1), Cayumapu 2 H5 (CAY 2), Pichoy 1 H1 (PICH 1) y San Ramoén
1 H4 (SR 1). Entre los nidos se compard la frecuencia promedio de imagenes por dia que registraron
cada comportamiento clasificado, con especial atencion al comportamiento del “desplume” entre

hembras y machos.

16



2.3 Micromuestreo de huevos y colecta de plumo6n blanco

La colecta de muestras fue realizada durante 2023 y 2024 por investigadores del Centro de
Humedales Rio Cruces (CEHUM) de la Universidad Austral de Chile, guiados estratégicamente por el
Ex guardaparque de CONAF, don Luis Miranda (ver Anexo 4). Se contaron con las respectivas
autorizaciones anteriormente mencionadas, para la obtencion de 60 muestras de huevos en el Santuario.
En todo momento fue requerido el uso guantes, mascarillas y antiparras como medidas de seguridad

personal.

Previo a la colecta de muestras de albumina, fue necesario evaluar el estado de desarrollo de cada
embrion de la cria de cisne (muestreo por conveniencia). Esta evaluacion fue realizada mediante
observacion a contraluz utilizando una tela negra de 1 m? y una linterna LED de 90.000 limenes, marca
High Intensity Searchlight, modelo W5113. El procedimiento se realizo especificamente al huevo puesto
dentro de los primeros 5 a 7 dias (cominmente al segundo huevo), siguiendo lo planteado por Stebbins

et al. (2009).

La técnica fue aplicada por un investigador experimentado, y consistio en la realizacion de dos
punciones en el cascaron, utilizando un Dremel con una broca de diamante de 3/32”. La primera puncion
se realizd en la camara de aire para aliviar la presion interna del huevo, seguida de una segunda puncién
para extraer entre 1 y 1,5 ml de alblimina fina. La extraccion no superd el 1 % de la masa del huevo y fue
obtenida mediante una jeringa de 3 ml equipada con aguja de calibre 21G. Tras la extraccion, ambos

orificios fueron sellados cuidadosamente con pegamento rapido.

Cada muestra fue almacenada en crioviales a 4°C en una hielera con hielo y posteriormente
refrigerada hasta su analisis. Finalmente, cada huevo muestreado fue rotulado con un marcador en el
extremo para su eventual reconocimiento. En algunos nidos visitados, especialmente en aquellos donde
se realizé micromuestreo, se colectaron muestras de plumon en cantidades suficientes, de acuerdo con la
disponibilidad presente en cada nido. Las muestras de pluma fueron almacenadas en bolsas de papel y,

posteriormente, rotuladas y selladas en bolsas herméticas hasta el analisis de laboratorio.

El rotulado e identificacion de cada muestra, tanto de pluma como de albtimina, utilizé el mismo cédigo
por sector y el nimero de huevos mencionados en el punto 2.2., agregandose la sigla FH (Fondecyt

Huevo) con una numeracion correlativa (ejemplo: CAY 1 H5 FHO035).
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2.4 Base de datos, determinacion de metales en plumas y albumina

Se colectaron 55 muestras de plumoén (2023=40; 2024=15) de nidos independientes y 53 muestras de
albamina (2023=32; 2024=21) provenientes 43 nidos. Para el andlisis de la transferencia materna, se
consolidé una base de datos de correspondencia entre aquellos nidos donde se colectd muestra de
albamina y plumon. En esta tltima base de datos, para evitar pseudorreplicacion, los resultados que
correspondian a mas de una muestra por huevo o a mas de un huevo por nido, fueron promediados para
obtener y analizar un unico valor representativo por nido. Dos de los 43 nidos fueron excluido del
analisis: uno por corresponder a un nido abandonado (huevo huero), y otro por presentar inconsistencia

en su codigo de identificacion.

Cada muestra fue analizada por profesionales del laboratorio del Instituto de Ciencias Quimicas de
la Universidad Austral de Chile. Para determinar la concentraciéon de Fe y Zn en las muestras de
alblimina, estas fueron descongeladas a temperatura ambiente y pesadas en una balanza de precision
(Shimadzu AUX 220; capacidad 10 mg—220 g, precision 0,1 mg). Se utiliz6 la totalidad de cada muestra
hasta completa los 0,5 g, las cuales fueron sometidas a un proceso de digestion mediante la adicion de 7
mL de acido nitrico (HNOs) al 65% y 1 mL de peroxido de hidrogeno (H20:) al 30% v/v. Posteriormente,
para la extraccion de metales traza solubles en agua regia, se afiadio 1 mL adicional de HNOs concentrado
a cada muestra, las cuales fueron calentadas en etapas hasta alcanzar un reflujo suave, a una temperatura
aproximada de entre 95 y 195 °C. Las soluciones se mantuvieron en reflujo durante 2 horas, hasta que
cesoO la emision de vapores. Una vez enfriadas a temperatura ambiente, las muestras fueron filtradas
mediante filtros de jeringa de celulosa (30 mm X 0,45 um) y transferidas cuantitativamente a matraces

volumétricos de 10 mL, completando el volumen con 4cido nitrico al 2% para su dilucion final.

Todo el material utilizado para el manejo de las muestras durante los procesos de lixiviacion,
filtracion y dilucion fue previamente limpiado mediante inmersion en un bafio de acido nitrico (HNOs)
al 10% durante 24 horas, seguido de enjuague con agua desionizada. Los blancos de procedimiento (agua
destilada) fueron preparados siguiendo los mismos pasos que las muestras. Tanto las muestras como los
blancos fueron almacenados en tubos de centrifuga de 15 mL hasta el momento del analisis. La
cuantificacion de las concentraciones de hierro y zinc en las muestras de albumina fina se realizo
mediante espectroscopia de absorcion atomica con llama (FAAS), con Limites de Deteccion (LOD) de
0,0016 mg Fe/kg y 0,0013 mg Zn/kg, y Limites de Cuantificacion (LQQ) de 0,0052 mg Fe/kg y 0,0042

mg Zn/kg de muestra. Previo al andlisis de las muestras de plumas, estas fueron seccionadas y colocadas
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en tubos Falcon de 15 mL. Cada muestra fue sometida a tres lavados consecutivos con agua destilada y
detergente, durante 15 minutos en un bafio de ultrasonido. La cuantificacion de elementos metalicos en

estas muestras liquidas también se realizdo mediante FAAS.

Se detectaron concentraciones de Fe y Zn en la totalidad de las muestras de plumoén analizadas. Por
el contrario, en la albumina, los niveles de Fe fueron detectables en solo 31 muestras (2023=18,;
2024=13), mientras que el Zn se detect6 en 14 de ellas (2023=7; 2024=7). La ausencia de valores en el
resto de las muestras de albumina se atribuye a que las concentraciones se encontraban por debajo del

limite de deteccion (LOD) del método analitico empleado.

2.5 Analisis estadistico

Para la evaluacion etologica, se realizd una descripcion estadistica basada en las frecuencias de
registros por comportamiento en funcion del total de imagenes por nido, diferenciando por ubicacion,

postura y sexo de los individuos observados.

En el analisis interanual de las concentraciones de Fe y Zn en plumoén de nido y albumina fina, se
utilizaron pruebas de normalidad univariada (Shapiro-Wilk). Dado que no todas las variables presentaron
distribucion normal, se emplearon pruebas no paramétricas como la prueba de Wilcoxon para comprobar
si existia diferencia significativa entre los afios 2023 y 2024. Aquellos valores atipicos (outliers) fueron
identificados con rojo segun el método de Tukey, el cual reconoce valores que estén fuera del limite de

1,5 veces el rango intercuartilico (IQR).

Previa evaluacion de la hipotesis de transferencia materna, se descartd la autocorrelacion entre Fe y
Zn dentro de cada matriz por separado (plumén y albiimina) mediante el uso del coeficiente de
correlacion de Spearman (Martinez et al. 2009). Luego, se evalud el grado de asociacion de las
concentraciones de Fe y Zn entre la albimina y el plumo6n de cada nido mediante el mismo coeficiente
correlacion de Spearman. Estas pruebas fueron realizadas mediante el programa estadistico de R Studio.
Para el tratamiento estadistico, de un tamafio muestral final de 41 albimina, los valores reportados por
debajo del limite de deteccion (LOD) no fueron considerados en los andlisis, siendo registrados como

blanco, reconociendo el sesgo potencial asociado a esta decision.
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3. RESULTADOS

3.1 Comportamiento parental durante la nidificacion del cisne de cuello negro

De 65.639 archivos evaluados, la muestra final resultd en 50.423 registros. El cuadro 2 presenta el
rango y el numero de dias efectivos en que las camaras tomaron algtn registro. La figura 3 presenta el
promedio de frecuencia diaria de archivos entre los cuatro nidos evaluados, diferenciando el

comportamiento de hembras y machos en funcion de su postura y ubicacion respecto al nido.

Cuadro 2. Esfuerzo de muestreo por nido. Numero total de archivos efectivos (fotografias y videos) y

dias de funcionamiento efectivos por cdmara.

ID Nido  Instalacion r[iggntr(()) Muestra . fgc):i?\slos
SR 1 22-oct-24  30-oct-24 10017 9
CAY 1 31-oct-24  06-dic-24 19490 7
CAY 2 31-oct-24  06-dic-24 16322 6
PICH 1 31-oct-24  07-dic-24 4594 4
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Categoria de Comportamiento

Sexo ~# Hembra —# Macho

Postura ® Depie & Flotando B Posadasobre huevo(s) -+ Posado sin contacto con huevo(s)
Figura 3. Comportamientos de nidificacion de Cygnus melancoryphus en cuatro nidos de tres sectores del Santuario de la Naturaleza Rio
Cruces y Chorocamayo (Cayumapu, Pichoy y San Ramoén) durante la temporada reproductiva 2024. Se presenta el promedio diario de
registros por tipo de conducta clasificada (+ D.E) por sexo, seglin su postura y ubicacion relativa al centro de la corona del nido: En el
nido (<0,5 m radio), Junto al nido (desde 0,5 a <2 m) y Alejado (>2 m).
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A través del andlisis de las imagenes se evidencid un patron de division de roles especificos. En
funcion de la ubicacion y postura, el sexo hembra presentd una mayor presencia en el nido,
principalmente sobre los huevos o de pie (incubacion), con pocos episodios de alejamiento flotando. El
macho se mantuvo principalmente flotando o posado sin contacto directo con los huevos (cruces y
triangulos azules). Sin embargo, se evidencia que el macho en reiteradas ocasiones ingresa al nido para
hacer mantenciones y hasta para incubar (cuadrados azules). En todos los registros se constatd que fue
exclusivamente la hembra (cuadrados y circulos rojos en el nido) quien aportd plumas al nido (categoria

11), extrayéndolas especificamente desde su pecho, vientre o flancos.

El principal comportamiento para la hembra es el de “otros”, manteniendo periodos intermitentes de
descanso (diurno) apoyando su cabeza entre su ala. Al despertar se estira, acicala sus plumas y sacude
sus alas. Posteriormente, se incorpora para acomodar los huevos de pie o echada, mientras reordena,
como segundo principal comportamiento, el material vegetal estructurante, agregando plumas extraidas

desde su propio cuerpo (figura 4).

En uno de los cuatro nidos (CAY 2 FH036 H2) se evidencid la presencia de 4 de 5 membranas (ver
Anexo 5). Dos de los tres nidos restantes sufrieron ataques por visoén (Neogale vison): El nido PICHOY
1 FHO37 H1 la hembra alcanz6 a poner 2 huevos y fue encontrada muerta sobre su nido (ver Anexo 6),
y en el nido CAY 1 FHO035 HS5 se evidencio la presencia y depredacion por vison del tltimo de 5 huevos

puestos en ese nido (ver Anexo 7).
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Figura 4. Capturas fotograficas del comportamiento de “Desplume” en hembras de cisne de cuello negro
durante la temporada reproductiva de 2024. A) Hembra con cuatro huevos en el sector de San Ramon.

B) Hembra agregando plumas al nido con un huevo en el sector de Pichoy. C) Pareja con tres huevos en

el sector de Cayumapu.
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3.2 Determinacion de concentraciones y correlaciones entre matrices biologicas

Las concentraciones de Fe y Zn detectadas en plumoén blanco (mg/kg de muestra) para los 55 nidos
muestreados se presenta en la figura 5. Para determinar la robustez de las comparaciones interanuales, se
evaluo la normalidad de las distribuciones mediante la prueba de Shapiro-Wilk, cuyos resultados, junto
con la evaluacion de diferencias significativas interanuales (prueba de Wilcoxon), se detallan en el cuadro

3.

Cuadro 3. Estadigrafos de tendencia central (X= media aritmética; Me= mediana) y dispersion (6=
desviacion estandar), pruebas de Shapiro-Wilk y de Wilcoxon en concentraciones de hierro (Fe) y zinc
(Zn) en plumoén colectado desde nidos (n=55) de Cygnus melancoryphus entre 2023 y 2024 en el

Santuario de la Naturaleza Rio Cruces.

Plumoén . _ p-valor Diferencia
blanco " X (*0) Me Shapiro-Wilk  interanual ~ ? ~valor
Fe2023 40 71,8(£34,5) 65,1 0,014

Fe <0,0001
Fe 2024 15 135(£36,1) 136 0,339
7Zn 2023 40 54,9 (£29) 47 <0,0001

Zn 0,054
Zn 2024 15 42,8 (£9,6) 41 0,180

n" = Tamafio muestral con dato cuantificado
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Figura 5. Concentraciones de hierro (Fe) y zinc (Zn) en plumén de cisne de cuello negro (Cygnus
melancoryphus) colectado en nidos entre las temporadas reproductivas de 2023 y 2024 (n"=tamafio
muestral con dato cuantificado). La amplitud del violin representa la distribucion de frecuencias, mientras

que los puntos rojos indican datos apartados (outliers) identificados mediante el método de Tukey (1,5 x

IQR).
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A continuacion, la figura 6 presenta las concentraciones de Fe y Zn detectadas en la matriz bioldgica
de albumina en 41 nidos diferentes de cisne de cuello negro durante las épocas reproductivas durante

2023 y 2024 en el rio Cruces. El cuadro 4 presenta los resultados obtenidos para las pruebas estadisticas.

Cuadro 4. Estadigrafos de tendencia central (X= media aritmética; Me= mediana) y dispersion (6=
desviacion estandar), pruebas de Shapiro-Wilk y de Wilcoxon en concentraciones de hierro (Fe) y zinc
(Zn) en albiimina colectada desde nidos (n=41) de Cygnus melancoryphus durante 2023 y 2024 en el

Santuario de la Naturaleza Rio Cruces.

. x — p-valor Diferencia
Albimina — n X (*o) Me Shapiro-Wilk  interanual p-valor
Fe 2023 18  3,53(%9,7) 0,39 <0,001
Fe 0,237
Fe2024 13 1,27(%0,769) 1,4 0,552
Zn 2023 7 5,56 (+8,15) 1,65 0,008
Zn 0,015
Zn 2024 7 37 (£34,6) 283 0,355

n"= Tamafio muestral con dato cuantificado
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Figura 6. Concentraciones de hierro (Fe) y zinc (Zn) en albumina obtenida por micromuestreo de 53
huevos en 41 nidos de Cygnus melancoryphus entre los afios 2023 y 2024 (n"= tamafio muestral con dato

cuantificado). En rojo se destacan los datos apartados (Tukey).
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El analisis descriptivo de la matriz albiumina reveld que las concentraciones de metales en 2023 no
presentan una distribucion normal, lo cual es consistente con la presencia de valores atipicos identificados
en la figura 6. Al comparar las temporadas de muestreo, se observdé que Fe se mantuvo estable sin
diferencias significativas entre 2023 y 2024. Por el contrario, el Zn mostrdé una variacion interanual

significativa.

A continuacion, la figura 7 muestra las concentraciones de Fe en alblimina sin el ruido de los datos

apartados, permitiendo optimizar la visualizacion de las concentraciones detectadas por afio.

Hierro (Fe) en Albumina

Concentracion (mg/Kg muestra)

0 L]

2023 (n' =15) 2024 (n' =13)
Afio de muestreo

Figura 7. Escala optimizada de las concentraciones interanuales de hierro (Fe) en albamina de Cygnus
melancoryphus. El diamante blanco muestra la media aritmética (X). Cada afio se acompana del tamafio

muestral con dato cuantificado tras remocion de outliers (n°).

Los resultados de la autocorrelacion evaluada entre los metales estudiados indicaron que, para ambas
matrices biologicas, hay independencia estadistica total (Plumoén: p= -0,01; p= 0,959 | Albumina: p=
0,399; p= 0,1993). Esto valida que ambos elementos pueden ser analizados como variables

independientes.
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Las correlaciones de Fe y Zn entre ambas matrices se grafican en la figura 8. Los resultados
demuestran que no existe relacion significativa entre el Fe de la pluma y el Fe detectado en la albimina
de los huevos (p=0,062; p=0,7795). Sin embargo, para el caso del Zn, se evidencid una relacion negativa
significativa entre las concentraciones de Zn estructural de la pluma y el Zn detectado en la albumina

(p=-0,667; p=0,0499) con un coeficiente de determinacion (R?) de 36,3%.
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Figura 8. Relacion entre las
concentraciones de hierro (Fe) y zinc
(Zn) en albumina y plumoén de Cygnus
melancoryphus en el Santuario de la
Naturaleza Rio Cruces y Chorocamayo.
Las etiquetas indican el coeficiente de
correlacion de  Spearman  (p),
significancia (p) y determinacion (R?).
Cada punto representa el par de datos
cuantificados simultdneamente por nido
(nre= 23 y nz:= 9), diferenciando las
temporadas 2023 (gris claro) y 2024
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regresion lineal para los valores

detectados.

30



4. DISCUSION Y CONCLUSIONES

El monitoreo etologico mediante camaras trampa en los nidos de cisne de cuello negro (Cygnus
melancoryphus) en el Santuario de la Naturaleza Rio Cruces permite corroborar un supuesto fundamental
para la validez de la técnica no invasiva de este estudio: las plumas incorporadas a la corona del nido
proceden exclusivamente de la hembra. El analisis de los registros en los cuatro nidos confirma que
durante el periodo de incubacion la hembra se ubica principalmente en el nido, mientras que el macho se
posiciona generalmente flotando a un costado o lejos de este. Esto se explicaria por la monogamia y la
existencia de roles parentales definidos durante la nidificacion, siendo la hembra quien asume la mayor
parte de la carga térmica del nido y su mantenimiento estructural, mientras que el macho, si bien, también
cumple un rol en el mantenimiento, su mayor comportamiento registrado figura en la categoria “x)

Otros”, la cual agrupa comportamientos como el descanso y la vigilancia.

Un hallazgo inédito para la especie es la participacion del macho en el volteo de huevos en tres de
los cuatro nidos analizados (ver Anexo 8), lo que sugiere una cooperacion en la incubacion de los huevos,
crucial para su desarrollo (Peskova et al. 2026), no descrita previamente para parejas en estado silvestres.
El comportamiento de desplume capturado por camara valida el uso del plumoén del nido como un
marcador no invasivo de exposicion de la hembra, lo que asegura que las concentraciones de metales

detectadas reflejan su carga fisiologica durante el periodo de la pasada muda postnupcial.

Desde el punto de vista metodoldgico, el uso de técnicas no letales y no invasivas minimizan el estrés
en una especie que ha enfrentado disminuciones en su reproduccion, algunas debido a la contaminaciéon
por metales. El uso de drones para ubicar los nidos y el monitoreo con camaras trampa resultan
herramientas eficaces para evaluar comportamiento, la puesta de huevos y constatar la permanencia de
los padres en el nido tras la manipulacion durante el micromuestreo. Complementariamente, evidencia
la visita de otras especies al nido, entre ellas, la especie exdtica invasora vison americano, la cual fue

capturada depredando un huevo.

En albumina de los huevos, la deteccion de hierro (Fe) y zinc (Zn) evidencia una transferencia
materna hacia la progenie durante las temporadas reproductivas de 2023 y 2024. Al no existir una
autocorrelacion directa entre ambos metales, se infiere que cada metal es independiente. En albiimina, el

Zn destaca como el elemento con mayores concentraciones y diferencias interanuales significativas (p=
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0,015), a pesar de que la sensibilidad analitica lo cuantifica solo en el 34% de los nidos, en contraste con
Fe, positivo en el 76% de las muestras. En el plumoén, el Fe se acumula diferente entre las poblaciones
muestreadas en 2023 y 2024 (p=<0,0001), mientras que el Zn se mantiene sin diferencias significativas.
La variabilidad registrada para estos metales se explicaria por la compleja dindmica de movilizacion, los

niveles de excrecion y el tiempo involucrado en la formacion de cada matriz bioldgica estudiada.

Al comparar la concentracion de metales en plumas con la literatura, se reconoce que las
concentraciones de Zn detectadas para la especie se encuentran dentro del margen reportado en Brasil,
con concentraciones promedio (= D.E.) de 42,46 mg/kg (£18,76) en verano,y 77,01 mg/kg (£14,46) para
invierno (Nunes da Rosa 2017). Para otras especies del género, se reportan mayores concentraciones de
Zn en plumas, las cuales para Cygnus olor rondan entre 73,14 mg/kg + 5,61 (Sinkakarimi y Hassanpour
2026)y 279,38 mg/kg + 217,92 (Komosa et al. 2012) y para Cygnus atratus entre 135,15 mg/kg + 4,79
y 209,9 mg/kg +£36,0. No existen reportes de Fe en plumas para la especie. Para plumas de C. atratus se
reportan concentraciones de Fe entre 73,65 mg/kg + 18,93 (Nzabanita ef al. 2024) y 436,3 mg/kg + 13,25
(Einoder et al. 2018). En albtimina, no existen reportes para el género Cygnus. Para otras especies como
el pingiliino de Humboldt se reporta una concentracion de Fe en albimina de 10,4 mg/kg +£ 16,03 y Zn de
3,99 mg/kg + 4,59 (Daniels-Abdulahad et al. 2024) y para patos de pastoreo libre de 23,19 mg Fe/kg +
8,36y 54,21 mg Zn/kg + 11,9 (Szabd et al. 2024).

Un hallazgo central de esta investigacion es la correlacion negativa significativa hallada para el Zn
entre la albumina y el plumoén (p= -0,667; p= 0,049). Este resultado, con un n=9 y un coeficiente de
determinacion de R?= 0,363, podria deberse a un compromiso fisioldgico o trade-off en la particion del
metal: E1 36,3% de la variabilidad del Zn en el plumoén de la madre estd explicada por la concentracion
de Zn en la albumina del huevo, o viceversa. Dado que el Zn es un cofactor enzimdtico esencial, su
movilizacion hacia el contenido de huevo refleja una estrategia reproductiva de la hembra para garantizar
la viabilidad de la cria (Huang et al. 2019, Bai et al. 2022, Daniels-Abdulahad et al. 2024). En contraste,
el Fe no muestra asociaciones significativas entre matrices, lo que sugiere una regulacion homeostatica
mucho mas estricta que mantiene la concentracion en el huevo estable e independiente de la carga
acumulada durante la formacion de su plumaje. Sin embargo, es imperativo sefialar que, debido a
limitaciones en la cantidad de muestra, no se cuenta con muestras duplicadas o con un volumen mayor
para mejorar la determinacion de los analitos (sobre todo Zn), lo cual representa una brecha metodologica

que debe ser estandarizada en futuras investigaciones.
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Se reconocen como limitaciones importantes el bajo contenido de muestras obtenido, debido
principalmente a la complejidad logistica de acceder al nido en la etapa de desarrollo embrionario 6ptimo
para la extraccion de albumina. La colecta conservadora de muestras (promedio de 1 g de albimina)
afecta la detectabilidad analitica, dejando varios resultados bajo el limite de deteccion (LOD). Esta
pérdida de datos se asocia a la sensibilidad del equipo utilizado y recalca la necesidad de emplear
tecnologias de mayor precision en estudios futuros para capturar concentraciones minimas de metales
esenciales. Se recomienda para nuevos estudios, pesar el huevo y colectar mas cantidad de muestras por

huevo, aumentando el volumen y la probabilidad de deteccion.

Los resultados obtenidos mediante el analisis de imagenes en el software Timelapse sientan una base
de datos valiosa de comportamiento de nidificacion para la especie, las cuales que podran ser procesada
mediante inteligencia artificial para el futuro reconocimiento automatizado de conductas, optimizando el
monitoreo a largo plazo. En conclusion, este el primer estudio realizado con técnicas no letales para en
la especie, donde se detecta una transferencia maternal de hierro y zinc en nidos del Santuario del Rio
Cruces, la cual puede ser evaluada mediante técnicas de micromuestreo, permitiendo el monitoreo a largo
plazo esta especie, por ejemplo, para evaluar los efectos subletales por la contaminacion de metales. El
hallazgo de la correlacion entre Zn transferido a la albimina y el Zn acumulado en el plumoén subraya la
importancia de integrar la ecotoxicologia con el monitoreo ambiental no letal, aportando evidencia
cientifica clave para la base de datos de la especie y para la toma de decisiones en la conservacion de
humedales y el cumplimiento de los objetivos de reduccion de la contaminacion global. Finalmente, el
presente trabajo demuestra que el cisne de cuello negro actia potencialmente como una especie
bioindicadora de la calidad ambiental, permitiendo monitorear la fisiologia y el comportamiento para

rastrear patrones temporales de exposicion a metales.
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Anexo 1. Senuelo utilizado para calibracion de imagen y ajustes de angulo para instalacion de cdmaras

trampa en nidos de cisne de cuello negro. Construccion propia.

Anexo 2. Vara de arrayan utilizada como pértiga fija para la instalacion de la camara trampa. Elaborada por Luis

Miranda (Guardaparque).




Anexo 3. Procedimiento de instalacion de cdmaras trampa frente a nidos de C. melancoryphus, Santuario de la

Naturaleza Rio Cruces y Chorocamayo, sector de San Ramon (octubre 2024).
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Anexo 4. Colaboradores del proyecto Fondecyt de Iniciacion N°11221213 que participaron en los terrenos durante
la investigacion (2023 -2024).




Anexo 5. Restos de membranas dispersas en nido Cayumapu 2, evidencia aparente de cuatro huevos eclosionados
(noviembre 2024).




Anexo 6. Nido Pichoy 1 atacado por visén (noviembre 2024). Santuario de la Naturaleza Rio Cruces y

Chorocamayo.




Anexo 7. Depredacion por visoén (Neogale vison) en nido de cisne de cuello negro. Se registra la

depredacion del ultimo de cinco huevos, el cual se encontraba en proceso de eclosion (noviembre 2024).

Santuario de la Naturaleza Rio Cruces y Chorocamayo.
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