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RESUMEN

En Uruguay, los nematodos gastrointestinales (NGI) y el impacto negativo producto de su
parasitosis cobra particular relevancia dado que afecta a los sistemas productivos. El
perjuicio causado por estos parasitos es una de las principales limitantes sanitario-
economicas de los sistemas pecuarios de rumiantes en Uruguay. Para combatir estos
parasitos se utilizan las lactonas macrociclicas (LM) como alternativa quimica que puede
ser instrumentada en diferentes formulaciones farmacotécnicas. La aplicacion de LM en sus
distintas alternativas farmacotécnicas presentan niveles variables de concentracion
persistentes en heces, con potenciales impactos negativos sobre el ambiente. Dentro de
las LM, lvermectina ha sido el activo con mayores estudios de impacto ambiental, existiendo
escasa informacion para otros activos como ser Eprinomectina (EPM). Experiencias en
laboratorio comprobaron efectos letales de las LM sobre algunas especies de coledpteros
copréfagos en adultos y efectos subletales sobre la progenie. El coledptero coprofago
Onthophagus hircus, es un paracéprido ampliamente distribuido en praderas de Uruguay.
La interaccion coledpteros coprofagos - estiércol y el accionar de estas especies favorece
las condiciones fisicas y quimicas del suelo, influyendo positivamente en el crecimiento y
produccion de materia seca de las plantas forrajeras. A pesar de la importancia mencionada
no hay estudios que evaluen los efectos especificos de la EPM sobre las especies
copréfagas nativas y sobre el proceso de desintegracion del estiércol. El objetivo de la
presente tesis fue evaluar la cria en laboratorio del coledptero coprofago O. hircus y la
realizacion de ensayos en condiciones controladas que permitan analizar el efecto de EPM
presente en materia fecal (MF) sobre el desempefio reproductivo de dicha especie. Se
recolectaron adultos de O.hircus manualmente en MF fresca de bovinos pastoreando en
campo natural. Hembras y machos fueron acondicionados en terrarios plasticos con una
mezcla de arena humeda y vermiculita a 24 °Cy 12 h luz. Semanalmente se les proporcion6
150 g de MF fresca de bovinos libre de antihelminticos. Se extrajeron las masas-nido (MN),
se midieron, pesaron y acondicionaron en terrarios plasticos hasta la emergencia de los
adultos (F1). Parejas de F1 fueron acondicionadas en terrarios de vidrio, en las mismas
condiciones, revisando semanalmente, hasta la muerte de las hembras. Se determiné la
fecundidad de las hembras y la sobrevivencia de los imagos F1, asi como el tiempo de
desarrollo (desde la puesta del huevo hasta la emergencia del imago) y la tasa de
supervivencia (de huevo a adulto). Los imagos emergidos (F2) se midieron para evaluar el
tamano de la progenie. Parejas de F2 se acondicionaron igual que los adultos F1, pero se



les proporcion6 MF bovina fresca fortificada con EPM (0,05 ppm), recabando la misma
informacion de F1. Se utilizaron ademas 5 grupos de adultos recolectados a los que se les
proporcion6 el dia 1, 3y 5, 50 g de MF fortificada a concentraciones de 0; 0,05; 0,5; 5y 50
ppm de EPM, donde se contabilizaron las muertes, realizando un conteo final al dia 7 para
determinar el tiempo medio de supervivencia. Los principales resultados observados fueron
que bajo condiciones Optimas y controladas es factible la cria en laboratorio del coledptero
copréfago O. hircus permitiendo disponer de una generacion apta para la realizacion de
ensayos de ecotoxicidad. A pesar de que la F2 realizé sus actividades de alimentacion y
reproduccion dentro de los parametros establecidos, la presencia de EPM en MF (0,05 ppm)
afectd la progenie y las futuras generaciones de la poblacion, presentando efectos letales
sobre las MN de dicho grupo. Unicamente la concentraciéon de 50 ppm de EPM en MF
represento un efecto negativo en la supervivencia de los adultos, con un tiempo medio de
sobrevida de 7 dias luego de la exposicion a MF con EPM. La presente tesis brinda
informacion original y relevante para la situacion agropecuaria, aportando informacion
ecologica-ambiental de los potenciales efectos deletéreos de la EPM sobre la comunidad

coprofaga y su consecuente efecto en la salud de las praderas y el ganado.

Palabras clave

Escarabajos estercoleros, Estiércol, Rumiantes, Lactonas macrociclicas, Ecotoxicidad



INTRODUCCION GENERAL

Lactonas macrociclicas

En los sistemas pecuarios, las enfermedades parasitarias constituyen uno de los problemas
sanitarios con mayores pérdidas econémicas (Waller 2006; Wolstenholme et al. 2004). Una
de ellas es la parasitosis gastrointestinal causada por nematodos, que produce un impacto
negativo sobre los rumiantes. Los efectos de los NGl varian de acuerdo a la patogenicidad
del parasito considerado, la carga parasitaria, la categoria animal, y el estado nutricional y
fisiologico de los animales parasitados.

El control parasitario en animales puede ser quimico (farmacos antiparasitarios) o por otros
meétodos como control bioldgico, seleccion genética, vacunas, manejo operacional. El
meétodo mas utilizado es el quimico, sin embargo, el desarrollo masivo de resistencia
antihelmintica ha determinado cambios en las estrategias farmacolégicas. Los
benzimidazoles, los imidazotiazoles y las LM son las principales alternativas terapéuticas
de mayor utilizacidén en el control de NGI en bovinos (Riviere & Papich 2009).

En la regiébn cobra particular relevancia el impacto negativo de las parasitosis
gastrointestinales, que afectan a los sistemas productivos (Molento 2020). Los NGI son una
de las principales limitantes sanitario-econdémicas de los sistemas pecuarios en rumiantes
en Uruguay (Fiel & Nari 2013). Para su control, las LM, ivermectina, doramectina y EPM

son una de las alternativas terapéuticas mas utilizadas.

Lactonas macrociclicas, medio ambiente y especies copréfagas

Las LM pueden ser utilizadas mediante formulaciones de liberacion prolongada (LA: larga
accidn), no obstante presentan como inconveniente niveles de concentracion persistentes
en heces, con impactos negativos sobre el ambiente. Dentro de las LM, ivermectina ha sido
la droga principalmente estudiada, y analizado el impacto negativo que provoca en el
ambiente (Jacobs & Scholtz 2015), y existen escasos reportes sobre EPM. Los bovinos
dosificados con ivermectina o EPM eliminan residuos mediante la MF que son
potencialmente deletéreos para los insectos que habitan en el estiércol, incluyendo las

especies que aceleran su desintegracion (Adler et al. 2016). Los residuos de antihelminticos



presentes en la MF del ganado tratado, reducen la actividad de las especies coprofagas por
semanas y hasta por meses luego de su aplicacion, retardando marcadamente la
descomposicién e incorporacion de los excrementos al suelo. Esta demora provoca la
acumulacion fecal en las pasturas con detrimento de la calidad de los suelos ya que los
residuos no se degradan hasta que el estiércol es incorporado al suelo (Floate 2006). La
vida media de los residuos en los excrementos es de 45 a 80 dias dependiendo de la droga
(Floate 2006; Halley et al. 1993; Sommer & Steffansen 1993). En el caso de la EPM aplicada
como pour-on, la concentracion maxima de residuos se encuentra en los excrementos
dentro de los 3 dias posteriores a su aplicacién y permanece hasta el dia 29 (Lifschitz et al.
2016; Lumaret et al. 2005).

Estudios a nivel internacional demuestran que la intensificacion actual de algunas practicas
agricolas-ganaderas como aplicacion de herbicidas, fertilizantes sintéticos vy
antiparasitarios, afectan la estructura de las comunidades copréfagas (De Farias et al. 2015;
Martinez & Cruz 2009; Lumaret et al. 2005; Hutton & Giller 2003; Martinez et al. 2001).
Residuos de ivermectina presentes en MF de bovinos, afecta a las comunidades coprofagas
causando una reduccion en la diversidad, abundancia y biomasa de especies (Jochmann
& Blanckenhorn 2016; Basto-Estrella et al. 2014; Sutton et al. 2014; Errouissi & Lumaret
2010; Floate 2006; Hutton & Giller 2003). El impacto de los residuos varia dependiendo de
la region, manejo del ganado y estaciones del afio, las especies de la comunidad del
estiércol también son afectadas en distinto grado por dichos residuos (Jochmann &
Blanckenhorn 2016).

Experiencias de laboratorio han comprobado que tanto la ivermectina como la doramectina
tienen efectos letales sobre algunas especies de coledpteros copréfagos en su estado
adulto, y efectos subletales sobre la reproduccién y tiempos de desarrollo post embrionario
(De La Vega et al. 2014; Cruz Rosales et al. 2012; O’Hea et al. 2010; Ilwasa et al. 2007;
lwasa et al. 2005; Wardhaugh et al. 2001). La ivermectina también causa desordenes
subletales en el sistema sensorial y locomotor de los escarabajos adultos, disminuyendo
sus capacidades olfativa y locomotriz afectando sus actividades bioldgicas basicas (Verdu
et al. 2015). Estos efectos han sido observados en concentraciones mas bajas de las que
usualmente se miden en los excrementos de animales tratados con dicha droga (Verdu et
al. 2015).



Coleépteros copréfagos

Los escarabajos coprofagos son un grupo de coledpteros Scarabaeidae con
aproximadamente 7.000 especies en todo el mundo (Hanski & Cambefort 1991). En el
Neotropico se conocen unas 4.000 especies de las cuales aproximadamente 100 se han
registrado en Uruguay (Monné 1978). Estos insectos se alimentan, en estado adulto, del
componente liquido, rico en microorganismos, de los excrementos de mamiferos herbivoros
principalmente y usan la porcién fibrosa para alimentar a sus larvas (Halffter & Edmonds
1982). Mediante distintas estrategias comportamentales, los adultos utilizan el estiércol
como alimento, asi como para construir nidos para la progenie. Se distinguen tres grupos
funcionales: cavadores, rodadores y endocropridos, segun la forma en que utilizan el
estiércol. Los cavadores excavan galerias en el suelo y las rellenan de estiércol para
alimentarse del mismo y/o para construir bolas o MN para depositar los huevos. Los
rodadores elaboran bolas de excremento, las ruedan y las entierran a distancia, mientras
que los endocopridos desarrollan todo su ciclo de vida dentro del estiércol, contribuyendo
a su desintegracion in situ. La cantidad de excremento enterrado y/o desintegrado depende
de diversos factores como el tamafno de los individuos y abundancia, tipo y humedad del
suelo, calidad del alimento (Nichols et al. 2008). Los grandes cavadores y rodadores (= 10
mm) entierran mayores cantidades de estiércol que las especies pequefas (< 10 mm) de
su mismo gremio y que los endocopridos, tipicamente pequefios (Hanski & Cambefort
1991). Consecuentemente, la presencia de los tres grupos funcionales, maximiza la funcion

ecosistémica (Slade et al. 2007).

La interaccion coledpteros coprofagos - estiércol recicla los nutrientes contenidos en los
excrementos (ej: fosforo y nitrégeno) incorporandolos al suelo y manteniendo la fertilidad
de los mismos. Si el estiércol no es removido, el 80 % del nitrogeno se pierde por
volatilizacion. La accion de los coledpteros copréfagos crea un ambiente aerdbico que
promueve la accion de las bacterias en el proceso de mineralizacion de nitrégeno, lo cual
aumenta la productividad del suelo (Kazuhira et al. 1991; Gillard 1967). Ademas, el
enterramiento del estiércol incrementa la aireacion del suelo, mejorando su permeabilidad
al agua (Brown et al. 2010) y a los nutrientes (Bang et al. 2005). Bertone (2004) demostré
que la actividad de enterramiento tiene un impacto positivo sobre los nutrientes del suelo,
el pHy la capacidad de intercambio de cationes, que influye positivamente en el crecimiento
y produccion de materia seca de las plantas forrajeras. Por otra parte se reduce la emision
de gases de efecto invernadero como CO2 y metano entre el 40 % y 64 % (Verdu et al.
5



2020), cuyas concentraciones en el estiércol van del 20 al 50 % (Bang et al. 2005). En los
sistemas pastoriles, cada bovino produce aproximadamente 10-20 deyecciones diarias,
cubriendo, cada una, una superficie de aproximadamente 0,82 m? de area. Cada placa de
excremento puede permanecer sobre la superficie hasta 4 afios en ausencia de coledpteros
copréfagos (Bang et al. 2005). Si bien otros organismos como las lombrices y termites
pueden desintegrar el estiércol, los coledpteros copréfagos incrementan significativamente
la tasa de descomposicion (Holter 1979). Se ha comprobado que los bovinos no pastorean
en las zonas circundantes a sus propias heces. Adicionalmente, el excremento no
degradado impide el crecimiento de la vegetacion subyacente causando pérdida
significativa del area util de pastoreo por casi dos afios (Miranda et al. 2000). A través del
enterramiento del estiércol los coprofagos cumplen servicios ambientales importantes y
economicamente beneficiosos para los sistemas agricolas-ganaderos (Manning et al. 2016;
De Groot et al. 2002), incrementando el area util de pastoreo de un 5 a 10 % por hectarea
(Bang et al. 2005).

El estiércol también constituye un sustrato para la reproduccién de plagas como la mosca
del cuerno y para el desarrollo de helmintos parasitos del ganado. La actividad de los
copréfagos puede reducir las poblaciones de esta mosca (Legner & Warkentin 1991) y el
numero y la migracion de larvas de helmintos parasitos dentro de las heces (Gregory et al.
2015; Nichols & Gémez 2014). Muchos parasitos de bovinos tienen parte de su ciclo de
desarrollo en las bostas, particularmente los helmintos gastrointestinales, causando serios
perjuicios economicos. Los huevos de la mayoria de ellos salen junto a las bostas, desde
donde emergen las larvas que contaminan la pradera, infectando nuevamente los animales,
completando su ciclo de vida. La eficiencia en el control biolégico de estos parasitos
depende de varios factores, donde la presencia de escarabajos coprofagos es fundamental.
La actividad de enterramiento del estiércol por una especie de escarabajo puede reducir el
numero de larvas de un nematodo hasta un 88 % (Grenvold et al. 1992).

El importante papel en el control biolégico de moscas y parasitos gastrointestinales en
rumiantes, asi como en la sustentabilidad de las praderas de los coledpteros copréfagos
amerita la aplicacion de manejos adecuados que aseguren la conservacion de sus

poblaciones.



El problema de investigacion

En Uruguay, alternativas farmacotécnicas de aplicacion de LM en bovinos son utilizadas sin
conocimiento sobre su efecto en las comunidades copréfagas. Especificamente la EPM
puede ser utilizada mediante una formulacion de liberacion prolongada (Forbes 2013). Esta
modalidad de uso presenta impactos negativos sobre el ambiente por los altos niveles de
concentracion persistentes en las heces. No obstante, existe escasa informacién sobre los
efectos ecotdxicos del principio activo, salvo escasos antecedentes en la region. Un estudio
en Australia, indica que la EPM aplicada en forma de pour-on produce en una especie de
escarabajo coprofago, alta mortalidad de adultos, reduce la fecundidad de los
sobrevivientes y sobrevivencia de los inmaduros (Wardhaugh et al. 2001). En Francia,
demostraron el efecto larvicida de los residuos sobre una especie de mosca que se
desarrolla en el estiércol (Lumaret et al. 2005). Cuando consideramos la via de
administracién, estudios publicados por Aksit et al. (2016), revelan que la administracion
subcutanea de EPM al 1 % gener6 mayores concentraciones plasmaticas y una mayor
disponibilidad en plasma en comparacion con la administracion tépica en bovinos no
lactantes. Aunque la ruta subcutanea proporciona concentraciones fecales mas altas, la
mayor persistencia fecal de EPM después de la administracion topica puede resultar en una
mayor eficacia persistente que impide el establecimiento de larvas de NGl en los bovinos.

En Uruguay y en la regidon, no se reportan estudios que evaluen los efectos que los
tratamientos con EPM puedan tener sobre las especies copréfagas nativas y sobre el
proceso de desintegracion del estiércol. En la actual situacién agropecuaria, es de
relevancia generar informacion ecologica-ambiental sobre la degradacion del estiércol y los

potenciales efectos deletéreos de la EPM sobre la comunidad coprofaga.



HIPOTESIS DE TRABAJO

La presencia de Eprinomectina en materia fecal bovina afectaria el desempefio reproductivo

del coledptero coprofago Onthophagus hircus (Scarabaeidae).

OBJETIVO GENERAL

Determinar el efecto de las concentraciones de Eprinomectina en materia fecal bovina sobre
el desempefio reproductivo y el tiempo de sobrevida del coledptero coprofago Onthophagus

hircus.



CAPITULO I: Validacién de un modelo de cria en laboratorio de Onthophagus hircus

(Coleoptera: Scarabaeidae)

Introduccioén

Importancia de los coledpteros coprofagos

En la mayoria de los ecosistemas de pastoreo, hasta el 85 % de la produccion primaria de
pastos puede ser consumida por grandes herbivoros (Olechowicz 1974). Este consumo de
materia organica se transforma principalmente en estiércol, lo que representa un potencial
cuello de botella en el proceso de reciclaje si no es descompuesto por la microflora y
numerosos invertebrados que de él se alimentan (Lumaret & Bertrand 1985). La
desaparicion del estiércol de la superficie del suelo depende de factores fisicos como entre
otros, tipo de clima y grado de pluviosidad (Bastiman 1970; White 1960) y de procesos
biologicos. Teniendo en cuenta el papel vital en cualquier ecosistema de pastoreo de los
escarabajos estercoleros (Lumaret & Kirk 1987), se debe considerar la cantidad de
excremento enterrado y/o desintegrado que depende indirectamente de diversos factores
como tamano de los individuos, abundancia, tipo y humedad del suelo, y la calidad del
alimento disponible (Nichols et al. 2008).

Mediante la desintegracion y enterramiento del estiércol, los coledpteros coprofagos
desempefian funciones ecoldgicas como el reciclamiento de nutrientes, que derivan en
servicios ambientales importantes y econdmicamente beneficiosos para los sistemas
agricolas-ganaderos (Manning et al. 2016; De Groot et al. 2002). Estos servicios incluyen
la mejora de las propiedades fisicas y quimicas del suelo, el incremento de la produccion
de materia seca de las plantas, la dispersion secundaria de semillas y la disminucién de
parasitos (moscas y helmintos) que se desarrollan en las heces (Manning et al. 2016; Brown
et al. 2010; Nichols et al. 2008; Bang et al. 2005; Kazuhira et al. 1991; Gillard 1967). Como
consecuencia de estas funciones y servicios, el area util de pastoreo puede sufrir un

incremento de un 5 a 10 % por hectarea (Bang et al. 2005).



Sujeto de estudio: Onthophaqus hircus

El coledptero coprofago Onthophagus hircus, es una especie cavadora (paracoprida) que
se encuentra ampliamente distribuida en ambientes de pradera en Uruguay. La actividad
de los adultos en el campo se extiende desde la primavera hasta el otofio y las poblaciones
suelen ser abundantes en excretas de vacunos, ovinos y equinos (Gonzalez-Vainer et al.
2012; Morelli et al. 2002). Es una especie de pequefio tamafo (5-7 mm) con dimorfismo
sexual, desarrollo post embrionario corto (45 dias) y periodo de un mes para maduracion
de las hembras (Gonzalez-Vainer & Morelli 1999). Estas caracteristicas de la especie
permiten que sea utilizada como un modelo adecuado para desarrollar un protocolo de cria
y experiencias de laboratorio, en comparacion con otras especies copréfagas de mayor
tamafo con tiempos de maduracion y de desarrollo mas largos (7 y 3 meses,
respectivamente) (Morelli et al. 1996).

Modelos de cria en laboratorio

En general, la metodologia de cria en laboratorio en condiciones controladas de especies
de coleopteros coprofagos se ha utilizado inicialmente para investigar los efectos que los
residuos de LM en MF aplicadas en rumiantes puedan tener sobre dichas especies (De La
Vega et al. 2014; Cruz Rosales et al. 2012; O’'Hea et al. 2010; lwasa et al. 2007; lwasa et
al. 2005; Wardhaugh et al. 2001). En Uruguay, la cria en laboratorio de O. hircus ha sido
utilizada con el fin de determinar su ciclo de vida y patron de nidificacion (Gonzalez-Vainer
& Morelli 1999). Pero la cria en laboratorio bajo condiciones controladas de O. hircus es
factible de ser utilizada ademas, para determinar modelos de cria que permitan la

realizacion de ensayos toxico-ambientales.

El presente trabajo pretende determinar las pautas para implementar un modelo biolégico
de cria en laboratorio bajo condiciones controladas del coledptero corpofago O. hircus para

ser utilizado como modelo para otras investigaciones.

Objetivo especifico

Puesta a punto de una metodologia de cria en laboratorio de Onthophagus hircus para la

implementacion de bioensayos.
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Materiales y métodos

Recoleccion de individuos y acondicionamiento (F0)

La recoleccién de individuos adultos de O. hircus fue realizada durante el periodo estival de
forma manual directa en MF de bovinos pastoreando en campo natural. Los individuos
recolectados (FO) se acondicionaron en el laboratorio en terrarios de 30 cm de diametro y
20 cm de altura. Los terrarios fueron acondicionados con una mezcla compactada de arena
humeda y vermiculita (2:1), hasta una profundidad de 15 cm; y fueron mantenidos en un
insectario a temperatura ambiente promedio de 24,1 £ 1,8° C y un fotoperiodo de 12 hs luz.
Fueron alimentados semanalmente con MF fresca proveniente de bovinos sin tratamiento
con antihelminticos en las ultimas 6 semanas. Asimismo, se revisaron para extraer las MN,
que fueron acondicionadas individualmente en terrarios plasticos y cubiertas con tierra
humeda para evitar la desecacion hasta la emergencia de los adultos F1 (primera
generacion nacida en laboratorio) (Figura 1). Previo al acondicionamiento de las MN, se
midieron largo y ancho con calibre digital de resolucién + 0,01 mm (Kendo, China) y se
pesaron en balanza de precision £ 0.001 g (WTB2020, EUA). A partir de los 30 dias de su
acondicionamiento se realizé un control semanal hasta la emergencia del imago. Una vez
cumplidos los 120 dias desde la fecha de colecta, las MN cerradas fueron abiertas para su

inspeccion y determinar si eran MN que no culminaron su ciclo o masas de alimentacion.

Figura 1. Colecta manual de individuos adultos de forma directa en materia fecal de bovinos
pastoreando a campo natural.
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Figura 2. A. Terrario plastico para acondicionamiento individual de las masas-nido. B.
Terrarios de masas-nido acondicionados en insectario.

Nducleo inicial (F1)

En base a la metodologia de Gonzalez-Vainer & Morelli (1999) los individuos adultos de la
F1 se acondicionaron en terrarios de vidrio de 34 cm de largo, 2,5 cm de ancho y 30 cm de
altura con una de las paredes mavil para favorecer la extraccion de las MN y el recambio
de alimento. Los terrarios contuvieron una mezcla compactada de arena humeda y
vermiculita (2:1) hasta una profundidad de 15 cm, cubriendo sus paredes con una cubierta
plastica negra para impedir el pasaje de luz y asi simular las condiciones de enterramiento,
se cubrié la superficie con una malla-red para impedir el vuelo de los adultos. Los terrarios
fueron mantenidos en un insectario en las condiciones de temperatura y luz descritas

anteriormente (Figura 2).

En cada terrario se colocaron hembras y machos con una alimentacion semanal de 150 g
de MF fresca de bovinos sin tratamiento con antihelminticos en 6 semanas. Previo a la
introduccion de hembras se midieron en mm el largo del pronoto mas el élitro y el ancho
maximo del pronoto. Cada terrario fue revisado semanalmente, hasta la muerte de los
adultos, contabilizando el numero de MN, acondicionandolas posteriormente en terrarios
plasticos en iguales condiciones a las descritas anteriormente hasta la emergencia de los
adultos de la F2 (segunda generacion nacida en laboratorio), registrando los datos de largo,

ancho y peso.
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Figura 3. A. Terrario de vidrio con mezcla de arena:vermiculita y alimento, para parejas de
adultos de Onthophagus hircus sin la pared movil. B. Terrarios de vidrio acondicionados en
insectario.

Se realizaron 4 terrarios con individuos adultos para cada generacion (FOy F1).

Indicadores de desemperio reproductivo

Tamario corporal de las hembras

Se compard el tamafo corporal de las hembras recolectadas en el campo (FO) con el
tamano corporal de las hembras nacidas en el laboratorio (F1). Mediante el largo del
pronoto mas el élitro y el ancho maximo del pronoto se determiné el volumen corporal (mm?)

de cada hembra (Ecuacion 1).

volumencorporal = 7 * (ancho (mm)/2)* = largo(mm)

Ecuacién 1. Volumen corporal (mm3) calculado usando la formula de volumen de un
cilindro: V = nr?h, dénde (ancho/2)? es el radio al cuadrado y el largo es la altura.

Dimensiones de las masas-nido

Se compararon las dimensiones de las MN generadas por los adultos recolectados en
campo con las MN elaboradas por los adultos nacidos en el laboratorio. Dichas
comparaciones se realizaron utilizando el peso (g) y volumen (cm?®) de cada MN, el cual fue
determinado mediante el largo (mm) y el ancho (mm) (Ecuacion 2).
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volumenMN = m = (ancho (¢cm)/2)* x largo(cm)

Ecuacion 2. Volumen de las masas-nido (cm?) calculado usando la férmula de volumen de
un cilindro (ver Ecuacion 1).

Fecundidad de las hembras

La fecundidad de las hembras fue estimada como el cociente entre la cantidad de MN
colectadas sobre la cantidad de hembras colocadas en los terrarios (fec1) y como el
cociente entre la cantidad de MN colectadas sobre la cantidad de hembras colocadas en
los terrarios, en funcién de la relacion hembras-machos (proporcion sexual) de dichos

terrarios (fec2) (Ecuacion 3 y 4).

totaldemasas—nido

fect1 =

totaldehembras

Ecuacién 3. Fecundidad fec7: fecundidad de las hembras por terrario (MN/h).

totaldemasas—nido
fec2= totaldehembras
relacionhembras/machos

Ecuaciéon 4. Fecundidad fec2: fecundidad de las hembras en funciéon de la relacion
hembras-machos (proporcion sexual) para cada terrario [(MN/h)/(h/m)].

Tasa de emergencia

La tasa de emergencia (sobrevivencia de los imagos) fue calculada como el porcentaje de

la relacién de los imagos emergidos por el total de MN registradas (Ecuacion 5)

totaldeimagosemergidos * 100

totaldemasas—nidoregistradas

Ecuacion 5. Tasa de emergencia (%) calculada como el cociente entre el total de los imagos
emergidos y el total de las masas-nido registradas para cada terrario.
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Tiempo de desarrollo post embrionario

Se estim¢ el tiempo de desarrollo post embrionario para cada grupo, como el tiempo entre
la puesta del huevo (colecta de la MN) y la emergencia del imago.

Tamanio corporal de la progenie

El tamafio corporal de la progenie de cada grupo, imagos F1 (progenitores recolectados en
campo) e imagos F2 (progenitores nacidos en el laboratorio) se comparé utilizando el

volumen corporal (mm?3) de los individuos (Ecuacién 1).

Analisis estadistico

Los datos cuantitativos obtenidos fueron analizados de acuerdo a técnicas estadisticas
descriptivas y estudios de distribucion. En base a estos resultados, se aplic6 un modelo
lineal mixto generalizado, considerando como efecto fijo el grupo y como efecto aleatorio el
terrario anidado al grupo (definido como la unidad experimental), las diferencias estadisticas
significativas fueron evaluadas con un nivel de confianza del 95 % (p-valor < 0,05, estimado
mediante bootstrap paramétrico [n = 1000]). A las variables fecundidad y tasa de
emergencia, se les aplicé un modelo lineal generalizado con el mismo nivel de confianza y
significacion. Para determinar el tiempo de desarrollo postembrionario se utilizé el estimador
de Kaplan-Meier (Peterson Jr 1977), el test de igualdad entre grupos asociado al estimador
fue mediante Chi cuadrado con test de Wilcoxon. Para visualizar el comportamiento de los
indicadores para los distintos grupos se usaron graficos de dispersién y curvas de
“supervivencia’. Se analizé de manera conjunta la distribucién de densidad y las medidas
de posicidn de los percentiles; comparando las medidas de resumen con las frecuencias y
la topografia de la funcién de densidad (Hintze y Nelson, 1998).

Para el analisis de los datos y las representaciones graficas se utilizé el software R (version
4.0.2, R Development Core Team 2018). Los analisis cuantitativos se realizaron mediante
funciones del paquete {base} y el paquete {Ime4} (Bates et al. 2015). La manipulacion de
los datos y las representaciones graficas se realizaron utilizando el entorno {tidyverse}
(Wickham et al. 2019) y el paquete {visR} (Saldana et al. 2021).
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Resultados

La reproduccién en laboratorio entre individuos recolectados en campo e imagos nacidos
en laboratorio se comparé mediante los indicadores de desempefo reproductivo de la
especie objetivo.

Tamano corporal de las hembras

El tamafo de las hembras se determind para establecer la existencia de diferencias en las
MN. Dicho indicador presento un rango de variabilidad desde 28,38 mm?3 a 68,99 mm3. El
promedio de cada grupo, FO y F1 fue de 46,04 + 9,49 mm?® (Coeficiente de variaciéon: CV
21 %, n = 33) y 42,08 + 6,71 mm?(CV 16 %, n = 14), respectivamente (Figura 3). No se
detectaron diferencias estadisticamente significativas entre los grupos mediante ajuste de
modelo lineal mixto (p-valor estimado = 0,17).
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Volumen corporal de las hembras (mm3)

FO (campo) F1 (laboratorio)

Grupo

Figura 4. Grafico de dispersion para el tamafio corporal de las hembras de Onthophagus
hircus por grupo experimental, FO y F1. Los valores se representan como puntos
experimentales, grafico boxplot y grafico medio violin.
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Dimensiones de las masas-nido

El tamano de las MN sirve para determinar la existencia de diferencias en el tamano de la
progenie. En relacion a las dimensiones de las MN, los valores promedios de largo y ancho
para cada grupo, MN-FO (MN de FO) y MN-F1 (MN de F1) fueron 20,12 £ 3,34 mm (CV
17 %) y 11,17 £ 1,25 mm (CV 11 %, n =61),y 21,76 £ 2,91 mm (CV 13 %) y 10,95 + 1,30
mm (CV 12 %, n = 131), respectivamente. El volumen presentd un rango de variabilidad
desde 1,11 cm?® a 4,43 cm?, el rango de variabilidad del peso fue de 0,64 gr a 2,49 gr. Los
valores promedios de volumen y peso para cada grupo fueron 2,03 + 0,69 cm3 (CV 34 %)
y 1,27 £ 0,38 gr (CV 30 %), y 2,06 + 0,63 cm?® (CV 30 %) y 1,45 + 0,33 gr (CV 23 %), MN-
FO y MN-F1 respectivamente (Figura 4 A y B). No se detectaron diferencias
estadisticamente significativas entre los grupos MN-FO y MN-F1 para cada una de las
dimensiones mencionadas determinado por ajuste de modelo lineal mixto (p-valor estimado
para volumen = 0,46; p-valor estimado para peso = 0,53). Se observé una relacion positiva
entre las variables peso y volumen de las MN (Pearson r = 0,74; p-valor < 2,2e7'¢) (Figura
4 C).
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Figura 5. Graficos de dispersion para: A. Volumen (cm?®) de las masas-nido de FO (MN-FO,
progenitores recolectados en campo) y masas-nido de F1 (MN-F1, progenitores nacidos en
el laboratorio); B. Peso (gr) de las masas-nido de cada grupo, MN-FO y MN-F1; C. Grafico
de correlacion entre peso (g) y volumen (cm?®) de las masas-nido para cada grupo, MN-FO
y MN-F1. Los valores se representan como puntos experimentales, grafico boxplot y grafico
medio violin.

Fecundidad de las hembras

La fecundidad de las hembras del grupo FO (adultos recolectados en campo) no fue
considerada para su calculo puesto que no se dispone de informacién relativa a la
longevidad o estado reproductivo de las mismas al momento de la recoleccion. Respecto al
grupo F1, la cantidad de hembras y rango de variabilidad se observa en la Tabla 1. Los
valores promedios fueron, para fec1 9,33 + 2,26 MN/h (CV 24 %) y para fec2 6,96 + 2,91
(MN/h)/(h/m) (CV 42 %). No se encontraron diferencias estadisticamente significativas en
la fecundidad tanto para fec1 como para fec2 entre los terrarios, determinado por modelo
lineal generalizado (p-valor > 0,05).
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Tabla 1. Fecundidad para los terrarios de F1 respecto a las hembras (fec1) y en funcion de
la proporcion sexual (fec2).

Grupo/Terrario Hembras (n) Machos (n) Relacion h/m Total MN (n) fec1 fec2

F1/1 3 3 1 31 10.3 10.3
F1/2 3 3 1 24 8.0 8.0
F1/3 4 2 2 28 70 35
F1/4 4 2 2 48 12.0 6.0

fec1: fecundidad de las hembras para cada terrario (MN/h).

fec2: fecundidad de las hembras en funcion de la relacidn sexual para cada terrario
[(MN/h)/(h/m)].

Tasa de emergencia

La cantidad de MN recolectadas por terrario por grupo y el rango de variabilidad de la tasa
de emergencia arrojaron valores promedios para F1 de 43,14 £ 35,40 (imagos/total de MN-
FO) (CV 82 %) y para F2: 41,97 + 12,41 (imagos/total de MN-F1) (CV 30 %). Si bien las
tasas medias para los grupos tienen valores cercanos, sus medidas de dispersion y sus
rangos de variabilidad presentaron diferencias en la tasa por terrario por grupo (Tabla 2).
No se observaron diferencias estadisticamente significativas en la tasa de emergencia entre

los imagos de F1y F2, determinado por modelo lineal (p-valor = 0,95).

19



Tabla 2. Cantidad de masas-nido y Tasa de emergencia por terrario de cada grupo
experimental, F1y F2.

Grupo/Terrario MN (n) Tasa (%)

F1/1 35 85.7
F1/2 2 50.0
F1/3 19 36.8
F1/4 5 0.0
F2/1 31 58.1
F2/2 24 37.5
F2/3 28 28.6
F2/4 48 43.8

Tiempo de desarrollo post embrionario

El tiempo de desarrollo post embrionario permiti6 comparar las condiciones de cria,
mantenimiento y acondicionamiento de las MN y la emergencia de los individuos de los
grupos experimentales. El tiempo de emergencia del grupo F2 fue aproximadamente un
tercio menor que el de F1 (Figura 5, Tabla 3). Se observaron diferencias estadisticamente
significativas entre los grupos experimentales (Wilcoxon: Chi cuadrado = 23,73, df = 1, p-
valor < 0,001).
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Figura 6. A. Grafico inverso del tiempo de emergencia de los imagos de cada grupo
experimental, F1 y F2. B. Grafico inverso del tiempo de emergencia de los imagos por
terrario del grupo F1. C. Grafico inverso del tiempo emergencia de los imagos por terrario
del grupo F2. La linea representa la probabilidad de emergencia a cada tiempo determinado
y la sombra el ICgs (intervalo de confianza del 95 %).

Tabla 3. Tiempo medio de emergencia por grupo experimental, F1 y F2, e intervalo de
confianza del 95 % (ICogs).

Grupo Tiempo medio (dias) IC 95% (dias)
F1 94 93-94

F2 65 62-73
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Tamario corporal de la progenie

El tamafio corporal de la progenie presenté una variabilidad desde 15,79 mm?® a 57,98 mm3,
el tamafio promedio para los grupos F1y F2 fue 33,18 £ 7,72 mm?3 (CV 23 %, n = 33) y
37,49 + 9,82 mm3 (CV 26 %, n = 20) respectivamente (Figura 6). No se encontraron
diferencias estadisticamente significativas entre los grupos experimentales, determinado

por ajuste de modelo lineal mixto (p-valor estimado = 0,61).

w0
o

Volumen corporal de la progenie (mma3)

F1 F2
Grupo

Figura 7. Grafico de dispersion para el tamafio corporal de la progenie de Onthophagus
hircus por grupo experimental, F1 y F2. Los valores se representan como puntos
experimentales, grafico boxplot y grafico medio violin.
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Principales aportes

Dado los resultados obtenidos, bajo las condiciones de luz, temperatura y alimento que se
realizaron, la cria en laboratorio de la especie O. hircus no afecto los principales parametros
de su desempeno reproductivo como ser el tamafo de las MN, la fecundidad de las hembras

y tamario de la progenie, pese a la variabilidad de los resultados.

El unico indicador que presento diferencias estadisticamente significativas es el tiempo de
desarrollo postembrionario, siendo el tiempo del grupo F2 menor en relacion al del grupo
F1.

Bajo la obtencion de estos resultados, donde los principales indicadores de desempefio
reproductivo no presentan diferencias estadisticamente significativas entre grupos, es
posible la cria en laboratorio del coledptero copréfago O. hircus bajo condiciones Optimas y
controladas que permitan disponer de una generacion apta para la realizacion de ensayos
de ecotoxicidad.

23



CAPITULO Il - Primera aproximacion al efecto de Eprinomectina en materia fecal
bovina sobre el desempeiio reproductivo de Onthophagus hircus

Introduccioén

Eprinomectina

Las LM (avermectinas y milbemicinas) se caracterizan por ser farmacos endectocidas, ya
que se utilizan para el control de ectoparasitos y endoparasitos de importancia clinica en
medicina veterinaria. Sin embargo, pueden tener un impacto negativo con riesgos
ambientales, segun pautas de evaluacion internacionales tanto en aguas superficiales

como sedimentos y estiércol (Liebig et al. 2010).

Dentro de las avermectinas, se encuentra la EPM, desarrollada para una administracion
topica pour-on. La absorcién en bovinos es inmediata y se mantiene hasta 10 dias
posteriores a la administracion. Su metabolizacion es minima y la eliminacion es
mayoritariamente por heces en forma activa, no requiriendo tiempo de retiro en vacas
lecheras (Dupuy et al. 2001). Menos del 1 % se elimina mediante la orina (Sumano &
Ocampo 2006).

La presentacién comercial de EPM para ganado bovino es tépica pour-on y la dosis es de
0,5 mg/kg de peso vivo (Sumano & Ocampo 2006; Lifschitz et al. 2002). La concentracién
fecal promedio obtenida una vez administrada dicha dosis varia en un rango de 164 + 115
ng/g de materia seca desde el primer dia de su administracion, a 4 + 5 ng/g de materia seca
a los 29 dias post tratamiento; con una concentracion maxima de 350 + 220 ng/g de materia
seca el dia 3 (Lumaret et al. 2005). A su vez, tiene una semivida variable en mezclas de MF
y suelo desde 14 dias en meses de verano a 240 dias a 22 °C en condiciones de laboratorio
(Lifschitz et al. 2002).

A nivel mundial se han realizado estudios del efecto de EPM en algunas especies de
coleopteros copréfagos. En 1996 se determind su toxicidad sobre las especies
Digitonthophagus gazella y Euoniticellus intermedius. Dentro del rango de las
concentraciones evaluadas (7 - 590 ng/g), no se presentaron efectos negativos sobre los
adultos, mientras que la progenie de dichas especies no emergié en concentraciones de
166 y 590 ng/g. La maxima concentracion sin efectos observables en las dos especies fue
de 64,7 ng/g (Merk & Company, 1996). Estas concentraciones se encuentran dentro del
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rango de concentraciones de eliminacion en MF posterior al tratamiento tépico con EPM
(Lumaret et al. 2005). Por otra parte, se observo una alta mortalidad de estadios inmaduros
de D. gazella alimentados con heces excretadas de 1-2 semanas post tratamiento. Ademas
se registré un aumento de la mortalidad de adultos recién emergidos alimentados con MF
de 3 dias post tratamiento, con la subsiguiente inhibicion de su fecundidad (Wardhaugh et
al. 2001).

Si bien a nivel mundial se han realizado estudios del efecto de toxicidad de EPM sobre las
especies copfofagas, en la region existe escasa informacion sobre el efecto que el uso de
EPM pueda generar en el ambiente y en la comunidad copréfaga local.

Objetivo especifico

Determinar el efecto de materia fecal bovina fortificada con Eprinomectina sobre los
indicadores de desempefio reproductivo y tiempo de sobrevida del coledptero copréfago
Onthophagus hircus.

Materiales y métodos

Preparacion de las soluciones de trabajo

Se colectd y congel6 MF fresca de bovinos pastoreando a campo natural libres de
tratamientos con antihelminticos en las ultimas 6 semanas. Para la preparacion del alimento
previo a su administracién, se preparo una solucion madre metandlica de EPM (0,15 %,
Lote 06091908, Compaiiia Cibeles, Uruguay). Para fortificar la MF se prepararon soluciones
de trabajo de EPM a partir de la solucion madre disuelta en Acetona (1:10). En la cantidad
necesaria de MF, se colocé 1 mL de solucion de trabajo para obtener las concentraciones
evaluadas de EPM (0,05; 0,5; 5; 50 ppm). Una vez embebida la solucién, fue homogenizada
mediante espatula para asegurar una correcta dispersion de la solucion de trabajo en toda
la MF. Luego se dejo reposar durante 30 minutos para lograr la volatilizacion del solvente
(Cruz Rosales et al. 2012).
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Individuos y acondicionamiento

Se utilizaron imagos nacidos en condiciones de laboratorio, de los cuales se posee
informacion y trazabilidad desde el estado de huevo. El acondicionamiento, registro de
medidas, seguimiento y control de los individuos y sus MN, se realizé siguiendo las pautas

detalladas en el Capitulo I.

Grupo control (GC)

Hembras y machos fueron acondicionados en terrarios de vidrio, con alimentacion semanal
de 150 g de MF fresca libre de antihelminticos en las ultimas 6 semanas, en las condiciones
de temperatura y luz descritas. Previo a la introduccion de las hembras en los terrarios, se
registraron largo y ancho corporal. Cada terrario fue revisado semanalmente hasta la
muerte de los adultos, contabilizando la puesta de las MN y acondicionandolas en terrarios
plasticos en iguales condiciones de laboratorio hasta la emergencia de los adultos. Previo
a su acondicionamiento se tomaron las medidas de largo, ancho y peso. El seguimiento y

control se realizo bajo las condiciones ya detalladas.
Se realizaron 4 terrarios con grupos control.

Grupo Tratamiento (GT)

Parejas de imagos fueron acondicionados en iguales condiciones a las descritas. Al GT
semanalmente se le proporcioné 150 g de MF con EPM ( 0,05 ppm [50 ng/g]) previamente
fortificada en el laboratorio.

Se realizaron 4 terrarios de grupos tratados. De la misma manera que con el nucleo inicial,
los terrarios fueron revisados semanalmente durante 1 mes. En cada revision se colectaron
las MN generadas, que fueron acondicionadas en terrarios plasticos para su posterior
revision. Previo al acondicionamiento de cada ejemplar se registro largo, ancho y peso. A
partir de los 30 dias de la colecta y hasta 120 dias posteriores, se realizé un control semanal
hasta la emergencia del imago. Luego de los 120 dias, fueron abiertas para corroborar si

eran MN o masas de alimentacion.

Indicadores de desemperio reproductivo

Los indicadores del desempefio reproductivo fueron: tamafo corporal de las hembras,
dimensiones de las MN, fecundidad de las hembras, tasa de emergencia, tiempo de
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desarrollo post embrionario y tamafo corporal de la progenie, comparandose los grupos
tratados con los controles.

Tiempo medio de sobrevida

Bajo la mismas condiciones descritas en el Capitulo |, se recolectaron individuos adultos en
campo con la finalidad de hallar el tiempo medio de sobrevida para EPM en MF para los
adultos de O. hircus. Los grupos control y tratado, consistieron en el control: se administro
MF fresca con diluyente (acetona) y sin ningun antihelmintico. A los grupos tratados se les
administré MF fresca con concentracion de EPM de 0,05 ppm, 0,5 ppm, 5 ppm y 50 ppm,

respectivamente.

Se asignaron 24 individuos adultos (15 hembras y 9 machos) a cada grupo en terrarios
plasticos de 10 cm de diametro y 10 cm de altura acondicionados con una mezcla
compactada de arena:vermiculita (2:1) de unos 5 cm de profundidad. Durante una semana,
al dia 0, 3 y 5, se alimentaron con 50 g de MF fresca de bovinos homogeneizada con la

concentracion correspondiente para cada grupo.

Para determinar el tiempo medio de sobrevida, previo al cambio de alimentacion de cada
grupo (dia 3, 5, n = 24), se contabilizaron los individuos adultos vivos y muertos de cada

grupo. Una vez culminado el periodo, se realizo el recuento final.

Analisis estadistico

Los resultados fueron analizados de acuerdo a técnicas estadisticas descriptivas y estudios
de distribucion. De acuerdo a estos analisis, se aplicé un modelo lineal mixto generalizado,
considerando como efecto fijo el grupo y como efecto aleatorio, el terrario anidado al grupo
(definido como unidad experimental). Las diferencias estadisticas significativas fueron
evaluadas con un nivel de confianza del 95 % (p-valor < 0,05). A las variables fecundidad y
tasa de emergencia se les aplicé un modelo lineal generalizado con el mismo nivel de
confianza y significacion. Para determinar el tiempo de desarrollo post embrionario y el
tiempo medio de sobrevida se utilizé el estimador de Kaplan-Meier (Peterson Jr 1977). El
test de igualdad entre grupos asociado al estimador fue Chi cuadrado con Wilcoxon. Para
visualizar el comportamiento de los indicadores para los distintos grupos se usaron graficos
de dispersion y curvas de “supervivencia”. De esta forma se puede observar de manera

conjunta la distribucion de densidad y las medidas de posicion de los percentiles;
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comparando las medidas de resumen con las frecuencias y la topografia de la funcién de
densidad (Hintze y Nelson, 1998).

Se utilizé el software R (version 4.0.2, R Development Core Team 2018). Los analisis
cuantitativos se realizaron con funciones base que dispone el software y utilizando el
paquete {Ime4} (Bates et al. 2015). La manipulacién de los datos y las representaciones
graficas se realizaron utilizando el entorno {tidyverse} (Wickham et al. 2019) y el paquete
{visR} (Saldana et al. 2021).

Resultados

Tamano corporal de las hembras

El tamario corporal de las hembras presentd un rango de 24,64 mm? a 57,93 mm3. El valor
promedio de tamafo corporal de cada grupo, GC y GT, fue de 42,08 + 6,71 mm?3 (CV 16 %,
n = 14) y 40,57 + 10,42 mm?3 (CV 26 %, n = 16), respectivamente (Figura 7). No se
detectaron diferencias estadisticamente significativas entre los grupos, GC y GT,
determinado por ajuste de modelo lineal mixto (p-valor estimado = 0,49).
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Volumen corporal de las hembras (mm3)

Grupo

Figura 8. Grafico de dispersion para el tamafio corporal de las hembras de Onthophagus
hircus por grupo experimental, grupo control (GC) y grupo tratamiento (GT). Los valores se
representan como puntos experimentales, grafico boxplot y grafico medio violin.

Dimensiones de las masas-nido

En relacion a las dimensiones de las MN, los valores promedios de largo y ancho para cada
grupo, GC y GT, fueron 21,76 + 2,91 mm (CV 13 %) y 10,95 + 1,30 mm (CV 12 %, n = 131),
y 21,46 £ 298 mm (CV 14 %) y 11,43 £ 1,69 mm (CV 15 %, n = 198), respectivamente. El
volumen presentd un rango de 0,95 cm® a 7,11 cm3y el rango de peso fue de 0,86 gr a 2,87
gr. Los valores promedios de volumen y peso para cada grupo fueron de 2,10 + 0,77 cm?3
(CV 37 %)y 1,45+ 0,34 gr (CV 23 %),y 2,25+ 0,79 cm® (CV 35 %) y 1,60 £ 0,39 gr (CV
24 %), respectivamente (Figura 8 Ay B). No se detectaron diferencias estadisticamente
significativas entre los grupos para cada una de las dimensiones mencionadas,

determinado por un ajuste de modelo lineal mixto (p-valor estimado para volumen = 0,57,
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p-valor estimado para peso = 0,92) (Figura 8 C). Se observo una relacion positiva entre las
variables peso y volumen de las MN (Pearson r = 0,70; p-valor < 2,2e-16).
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Figura 9. Grafico de dispersion para: A. Volumen (cm3) de las masas-nido del grupo control
(GC) y masas-nido del grupo tratamiento (GT) y B. Peso (gr) de las masas-nido de cada
grupo, GC y GT; C. Grafico de correlacién entre el peso (g) y el volumen (cm3) de las masas-
nido para cada grupo, GC y GT. Los valores se representan como puntos experimentales,
grafico boxplot y grafico medio violin.

Fecundidad de las hembras

La cantidad de hembras y el rango de variabilidad para fec1 y fec2 de cada grupo, GC y
GT, se observa en la Tabla 4. Los valores promedios del GC fueron, para fec1 9,33 £ 2,26
MN/h (CV 24 %) y para fec2 6,96 + 2,91 (MN/h)/(h/m) (CV 42 %). Mientras que para el GT
sus valores promedios fueron, para fec1 12,44 + 2,00 MN/h (CV 16 %) y para fec2 6,59 +
2,03 (MN/h)/(h/m) (CV 31 %). Si bien las fecundidades medias y sus medidas de dispersion
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y posicion para los grupos presentaron valores similares, la fecundidad por grupo por

terrario presentd rangos mas dispares (duplicé el CV) (Tabla 4). No se encontraron

diferencias estadisticamente significativas en la fecundidad tanto para fec1 (respecto a las

hembras) como para fec2 (respecto a la relacion sexual) para los grupos GC y GT,

determinado por modelo lineal generalizado (p- valor fec1 = 0,19; p-valor fec2 = 0,84).

Tabla 4. Fecundidad por terrario para cada grupo experimental, grupo control (GC) y grupo
tratamiento (GT), respecto a las hembras (fec1) y en funcion de la proporcién sexual (fec2).

Grupo/Terrario Hembras (n) Machos (n) Relacion h/m Total MN (n) fec1 fec2

GCN

GC/2

GC/3

GC/4

GT/1

GT/2

GT/3

GT/4

fec1: fecundidad de las hembras para cada terrario (MN/h).

3

3

3

3

3

3

2

2

1.0

1.0

2.0

2.0

2.5

2.5

1.5

1.5

31

24

28

48

73

54

32

41

10.3 10.3
8.0 8.0
7.0 35

120 6.0

146 5.8

10.8 4.3

10.7 741

13.7 91

fec2: fecundidad de las hembras en funcion de la relacidn sexual para cada terrario

[(MN/h)/(h/m)].

Tasa de emergencia

El GT, no presentd emergencia de imagos (tasa de emergencia cero). El GC, presentd un

rango de emergencia de 28,6 a 58,1 (imagos/total de MN-GC). El valor promedio fue de

41,97 + 12,40 (imagos/total de MN-GC) (CV 30 %). (Tabla 5).
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Tabla 5. Cantidad de masas-nido y tasa de emergencia por terrario para cada grupo
experimental, grupo control (GC) y grupo tratamiento (GT).

Grupo/Terrario MN (n) Tasa (%)

GC/1 31 58.1
GC/2 24 37.5
GC/3 28 28.6
GC/4 48 43.8
GT/1 73 0.0
GT/2 54 0.0
GT/3 32 0.0
GT/4 41 0.0

Tiempo de desarrollo post embrionario

El tiempo medio de desarrollo post embrionario para el GC fue de 65 dias, con un intervalo
de confianza (IC 95%) de 62-73 dias. El GT no presenté emergencia de los imagos (Figura
9).
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Figura 10. Grafico inverso del tiempo de emergencia de los imagos para cada grupo
experimental, grupo control (GC) y grupo tratamiento (GT). La linea representa la
probabilidad de emergencia a cada tiempo determinado y la sombra el ICg5 de la misma.

Tamario corporal de la progenie

El tamafio corporal de la progenie del GC presentd un rango de variabilidad desde 22,00
mm? a 57,98 mm?, el valor promedio para dicho grupo fue de 37,49 + 9,82 mm?3 (CV 26 %,
n = 20) (Figura 8).
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Figura 11. Grafico de dispersion para del tamafio corporal de la progenie de Onthophagus
hircus por grupo experimental, grupo control (GC) y grupo tratamiento (GT). Los valores se
representan como puntos experimentales, grafico boxplot y grafico medio violin.

Tiempo medio de sobrevida

Al finalizar el periodo de evaluacion (dia 7), el porcentaje de muertes del total de los adultos
(n = 24) de los grupos control; 0,05; 0,5 y 5 fue inferior al 50 %, por lo cual el calculo del
tiempo medio de sobrevida (individuos muertos / individuos vivos) no fue considerado para
dichos grupos, el tiempo medio de sobrevida para el grupo 50 fue de 7 dias (Figura 11,
Tabla 7). En la Figura 12 se muestra el estado de compactacion del alimento para los
distintos grupos experimentales luego de haber sido expuesto a los individuos por un
periodo de 48 hs y previo a su recambio.
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Figura 12. Curva de sobrevivencia para los distintos grupos experimentales (control, 0,05
ppm, 0,5 ppm, 5 ppm y 50 ppm de Eprinomectina). La linea representa la probabilidad de
emergencia a cada tiempo determinado y la sombra el ICgs (intervalo de confianza del 95
%).

Tabla 6. Tiempo medio de supervivencia para Eprinomectina por grupo experimental
(control, 0,05 ppm, 0,5 ppm, 5 ppm y 50 ppm de Eprinomectina) para un periodo de 7 dias.

Concentracién Tiempo medio 1C 95% Porcentaje de muertes
(ppm) (dias) (dias) (%)
0 - - 0.0
0.05 - - 4.2
0.5 - - 0.0
5 - - 12.5
50 7 5-7 95.8
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Figura 13. Estado de compactacion de la mat.e>ria fecal luego de 48 hs de disponibilidad
como alimento a los individuos y previo al recambio del mismo para los distintos grupos
experimentales, A. control; B. 0,05; C. 0,5; D. 5y E. 50 ppm de Eprinomenctina

Principales aportes

Tomando como base los resultados del Capitulo |, se puso a prueba el modelo de cria en
laboratorio de O. hircus para la realizacion de bioensayos de ecotoxicidad a través del
estudio del efecto de la presencia de concentraciones de EPM en MF sobre dichos

organismos.

De los resultados obtenidos en relacién al desempefio reproductivo, en el GC como en el
GT, los adultos de O. hircus realizaron sus actividades de alimentacion y reproduccion, sin
diferencias estadisticamente significativas entre los indicadores del desempefio
reproductivo como dimensiones de las MN y fecundidad de las hembras. Sin embargo, la
presencia de EPM en MF (0,05 ppm) afectod la presencia de la progenie, ya que no hubo
emergencia de imagos pertenecientes a MN que fueron elaboradas con dicha MF.

Respecto al tiempo medio de sobrevida, se pudo observar que el grupo de adultos que
fuera alimentado con una concentracién de 50 ppm de EPM en MF, tuvo un efecto negativo
en la supervivencia de los adultos, muriendo la mayoria después de los 7 dias de recibir
esa MF como alimento. Los grupos que recibieron menores concentraciones de EPM
tuvieron una muerte de sus individuos menor al 13 %, remarcando al grupo que recibid
como alimento MF con la concentracion evaluada en el desempefio reproductivo (0,05 ppm)

donde murieron el 4,2 % de sus individuos.
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DISCUSION

Este trabajo aporta a lograr un modelo de cria que permita disponer de una especie que
posibilite el desarrollo de bioensayos de ecotoxicidad. Se seleccion6 como modelo a O.
hircus entre las aproximadamente 100 especies de coledpteros coprofagos registrados para
Uruguay (Monné 1978). Entre otras razones se eligio por su pequefio tamafio, un tiempo
de desarrollo post embrionario corto y los resultados obtenidos por Gonzalez-Vainer &
Morelli (1999) que evidencian la cria en laboratorio bajo condiciones controladas de esta

especie.

Se obtuvo como resultado de este trabajo un nuevo indicador que permite comparar las
dimensiones corporales de los adultos nacidos en el laboratorio y de la progenie en general
(volumen corporal [mm?]). El tamafio de los individuos no se vio afectado por las
condiciones de cria. De todos modos, es necesario la realizacion de una cria masiva que
permita disponer de un numero importante de individuos que den mayor respaldo a los
resultados obtenidos. Respecto al tamafio de las MN, se utilizé un nuevo indicador
dimensional del tamaiio (volumen [cm?®]) y no se observaron diferencias significativas en el
tamano de las MN obtenidas en el laboratorio. Esto muestra que la cria en laboratorio no
afecta el comportamiento de los coledpteros, pudiendo considerar a las MN como un
indicador en pruebas de ecotoxicidad.

Comparando los resultados obtenidos con el trabajo de Gonzalez-Vainer & Morelli (1999),
donde criaron a la misma especie en condiciones de laboratorio (12 hs luz y 22 °C), se
encontré que los tamafos promedios de largo (mm) y ancho (mm) de las MN fueron
menores, 20,12 y 11,17 mm para FO (n = 61), y 21,76 y 10,95 mm para F1 (n = 131), en
comparacion con los de dichos autores, 27 mm de largo y 14 mm de ancho (n = 14). Una
de las posibles causas de la obtencién de un menor tamafo de las MN podria estar
relacionada al ancho de los terrarios utilizados en este trabajo (2,5 cm); Gonzalez-Vainer &
Morelli (1999) utilizaron terrarios donde el ancho de los mismos no era una limitante. Otro
factor plausible de ejercer influencia sobre el tamafio es el sedimento en el cual los
escarabajos realizaron sus actividades reproductivas, puesto que se ha visto que los
factores ambientales y recursos alimenticios influyen en los patrones de variacion
morfolégica y comportamental de escarabajos del género Onthophagus (Moczek 1998). El
sedimento estaba compuesto de arena:vermiculita (2:1), que en comparacion con la tierra

puede generar una menor estabilidad en la compactacion del sedimento (observado en el
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laboratorio), pudiendo provocar excavaciones de galerias mas angostas para evitar
posibles derrumbes, con la consecuente disminucidon del tamafo en las MN

confeccionadas.

Respecto a la fecundidad de las hembras, cabe destacar que los resultados obtenidos por
Gonzalez-Vainer & Morelli (1999) se basaron en la actividad reproductiva de 5 hembras,
mientras que en este trabajo se utilizaron 33 hembras para FO y 14 para F1. Se observo en
este estudio un incremento de la cantidad promedio de MN producidas por las hembras en
comparacion con los registros anteriormente mencionados, el numero de MN para dichos
autores fue de 50, mientras que aqui se obtuvieron 61 MN-FO y 131 MN-F1. La fec1 (9,33
MN/h) y la fec2 (6,96 [(MN/h)/(h/m)]), fueron superiores respecto a la fecundidad obtenida
por dichos autores (4,3 MN/h). Sin embargo, al determinar la fecundidad de las hembras
fec1 (MN/h) respecto a la fecundidad en funcion de la realacion sexual de cada terrario fec2
(MN/h)/(h/m), se observa que aquellos terrarios donde la relacion sexual es 1:1, presentaron
mayores valores de fecundidad fec2. La presencia de un mayor numero de machos podria
ser un estimulo en la maduracion de los ovocitos, la oviposicion y la construccion del nido
por parte de las hembras, al igual que un mayor numero de copulas, conllevando a un

incremento en la fecundidad en las hembras (Cruz & Martinez, 1998).

En referencia a la tasa de emergencia, fue menor 43,14 % (F1) y 41,97 % (F2) en
comparacion con el 60 % que obtuvieron Gonzalez-Vainer & Morelli (1999). El tiempo de
desarrollo post embrionario presentd diferencias significativas, siendo menor en el grupo
cuyos progenitores nacieron en laboratorio, pero sus valores son mayores a los obtenidos
por Gonzalez-Vainer & Morelli (1999), 94 dias (F1) y 65 dias (F2), en comparaciéon con 44
dias (n = 61, 131 y 50, respectivamente). Es destacable |la importancia de una revision
temporal de las MN no menor a los 100 dias posterior a la colecta, para obtener una mayor

cantidad de individuos que permita la realizacion de bioensayos.

Otro aspecto importante a destacar es que, si bien se observaron diferencias en los tiempos
medios de desarrollo post embrionario entre los grupos F1 (progenitores recolectados en
campo) y F2 (progenitores nacidos en laboratorio), un tercio menor para F2 (65 dias), este
tiempo es mayor que el registrado por Gonzalez-Vainer & Morelli (1999): 44,3 + 7,39 dias.
Una posible causa de esta diferencia puede deberse al alimento. Alimento de menor calidad
causa tiempo de desarrollo mas lento en la larva, para poder alcanzar el tamafio adecuado
(Rohner & Moczek 2021). Ambos grupos recibieron MF fresa proveniente de bovinos sin

tratamiento con antihelminticos en las ultimas 6 semanas. En ocasiones, la MF fue extraida
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de forma manual del recto del animal y en otras instancias recogida del suelo
inmediatamente luego de su deposicion. Dicha MF fue recolectada en distintos momentos
del afo, pudiendo variar la calidad de alimento que haya recibido el bovino (pasto natural o
materia seca). También se observo que en ambos grupos F1 y F2, la emergencia de los
imagos se presenta hasta aproximadamente 3,5 meses después de la colecta de las MN.
Estos resultados concuerdan con Moczek (1998), resaltando la importancia de mantener
un buen control de las condiciones en las cuales se realiza la cria, puesto que influyen sobre
individuos del mismo género, pudiendo potenciar cambios en el tiempo de desarrollo. Es
necesario un tiempo mayor de revision de las MN, para obtener la mayor emergencia

posible de imagos.

El buen manejo de los datos aqui recabados, aporta informacion relevante para llevar a
cabo la cria de O. hircus, y disponer de generaciones producidas en el laboratorio para
realizar bioensayos para analizar los efectos que distintos antiparasitarios aplicados en
animales de produccion ganadera puedan generar sobre coprofagos.

En cuanto al uso de LM como antiparasitarios, este estudio mostré importantes efectos
negativos que la aplicacion puede tener sobre especies coprofagas, y el impacto potencial
sobre los servicios ecosistémicos que éstos brindan. La concentracidon utilizada para el
estudio (0,05 ppm = 50 ng/g) fue la concentracion promedio presente en MF bovina luego
de la administracién topica pour-on de la droga que varia de 164 + 115 ng/g el dia 1 de su
administracién, a 4 £ 5 ng/g al dia 29 post tratamiento; alcanzando una concentracion
maxima de 350 = 220 ng/g al dia 3 de su administracion (Lumaret et al. 2005). Dicha
concentracion no fue letal para los adultos de O. hircus, ni afecto su fisiologia reproductiva,
ya que no tuvo consecuencias sobre la fertilidad ni la fecundidad. Tampoco afectd el
comportamiento de nidificacion, ya que para el GC y GT, las hembras sin diferencias en sus
tamarios corporales (volumen corporal (mm?3)), elaboraron MN con dimensiones similares
(volumen (cm?®)). No se encontraron diferencias entre la fecundidad de los grupos, al
determinar la fecundidad de las hembras (fec1) con la fecundidad en funcion de la relacion
sexual de cada terrario (fec2). De acuerdo con los resultados de Cruz & Martinez (1998),
terrarios con un mayor numero de machos (relacion hembra/macho de 1 para GCy 1,5 para
GT), presentaron mayores valores de fecundidad fec2.

No obstante, la progenie sufridé considerables efectos que repercutieron en la proliferacion
de la poblacién puesto que no hubo emergencia de los imagos. Teniendo en cuenta que
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EPM e ivermectina comparten caracteristicas farmacologicas, podemos considerar que
resultados similares fueron obtenidos para ivermectina en otra especie de copréfago
(Euoniticellus intermedius), donde se observaron efectos a nivel anatdmico en la progenie
a concentraciones de 0,01 ppm, y un efecto larvicida y efectos negativos sobre los adultos
a concentraciones de 0,1 ppm (Cruz et al. 2011).

Existen estudios que reportan efectos a nivel fisiologico y anatomico que el uso de lactonas,
en especial ivermectina sobre adultos de coledpteros coprofagos y su progenie (Cruz et al.
2011). Respecto a las concentraciones de eliminacion de EPM en MF (164 + 115 ng/g a 4
+ 5 ng/g) (Lumaret et al. 2005, Lifschitz et al. 2002), adultos de O. hircus recolectados en
campo alimentados con MF fortificada a distintas concentraciones de EPM, presentaron un
tiempo medio de sobrevida de 7 dias a la concentracién mas alta utilizada de 50 ppm (0,05
mg/g). Dicha concentracion se corresponde con una concentracion mucho mayor a la
encontrada en MF luego de su administracion. Respecto de las subsiguientes
concentraciones evaluadas (5; 0,5 y 0,05 ppm), presentaron un porcentaje de muerte menor
al 50 %, no siendo consideradas para la determinacion del tiempo medio de sobrevida. Es
necesario realizar estudios que evaluen concentraciones intermedias entre 5 y 50 ppm,
para analizar los tiempos medios de sobrevida. Para ello, utilizar generaciones criadas en
laboratorio, permitiria tener conocimiento y trazabilidad de la longevidad, acompafando
dichos estudios con estudios de dosis respuestas, pudiendo determinar la dosis letal 50 de
EPM para los adultos.

La necesidad de estudios que contribuyan para determinar los efectos que el uso de LM en
la region puedan tener sobre la comunidad coprofaga, es prioritaria. Resulta de gran
importancia econdémica y ambiental estudiar el frecuente uso de estos farmacos para el
control de antiparasitarios en sistemas agricolas-ganaderos de la regidn y sus efectos sobre
las especies copréfagas con el servicio ecosistémico que brindan (De Groot et al. 2002;
Riviere & Papich 2009; Manning et al. 2016). El aumentar el area util de pastoreo de un 5 a
10 % por hectarea es uno de estos aspectos (Bang et al. 2005). Los resultados obtenidos
en este estudio, concuerdan con trabajos que evidencian efectos adversos de las LM sobre

especies copfofagas.

Estudios fuera de la region (Canada) sobre efectos de algunas lactonas en especies
coproéfagas, luego de tres afos de estudio, observaron que EPM tiende a repeler a los
insectos (19 de 29 especies asociadas al estiércol), contrario a lo que se vio con ivermectina
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y moxidectina. También se observo un efecto repelente en especies de escarabajos
estercoleros como Onthophagus nuchicornis y Aphodius spp, que prefirieron heces libres
de EPM (Floate 2007). Es por ello que se destaca la relevancia de realizar estudios de este
antiparasitario y otras LM en especies coprofagas con pruebas de ecotoxicidad, sus efectos
sobre abundancia, riqueza y diversidad de la comunidad coprofaga en areas agricolas-
ganaderas. Se recomienda estudios de la aplicacion a fechas posteriores a la reproduccion
de especies corpofagas, para evaluar el efecto sobre las nuevas generaciones y la
eficiencia del antiparasitario. Considerando los picos de presencia y actividad de
coledpteros coprofagos entre primavera y otofio (Morelli et al. 2002) y sus tiempos de
desarrollo post embrionario, se aconseja que el control antiparasitario en rumiantes se
realice posteriormente a la época reproductiva de las especies copréfagas y evaluar el
efecto sobre la progenie y la efectividad del antiparasitario. También se sugiere una
disminucién de estas practicas antiparasitarias acompafando con estudios de la
degradacion de la MF y el control biologico de los coprofagos sobre los parasitos que se

desarrollan en las heces.

CONCLUSION

La puesta a punto de un modelo de cria en laboratorio de Onthophagus hircus permitio el
desarrollo de bioensayos que evidencian el efecto de Eprinomectina en materia fecal bovina
sobre esta especie coprofaga. Los resultados obtenidos resaltan la utilidad del modelo de
cria en laboratorio y la necesidad de evaluaciones detalladas de los efectos de los
antiparasitarios sobre la comunidad copréfaga. A pesar de que los adultos mantuvieron su
actividad reproductiva al consumir alimento con concentraciones del farmaco situadas
dentro del rango de eliminacion, la progenie sufrié un efecto larvicida. Este trabajo constata
el efecto negativo del uso de los antiparasitarios en rumiantes bovinos sobre el desempefio
reproductivo de organismos copréfagos cuyo rol funcional y ecosistémico es de relevancia.
La presente tesis aporta informacion ecoldgica-ambiental sobre la concientizacion sobre los
potenciales efectos deletéreos de la utilizacion de antiparasitarios en la comunidad
coprofaga.
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